











Uber eine neue titrimetrische Bestimmungsmethode 
fiir sehweflige Saure und Sulfite. 


Von 
Gustaf Alsterberg. 
(Aus dem zoologischen Institut der Universitat Lund.) 


(Eingegangen am 25. Marz 1926.) 


Die quantitative Bestimmung der schwefligen Saure begegnet 
merkwirdigerweise recht groBen Schwierigkeiten, obwoh! diese Substanz 
— besonders als Reduktionsmittel — sehr reaktionsfihig ist. Dies 
beruht teils darauf, daB die schweflige Saure sehr leicht fliichtig ist, 
teils auf den oft sich einstellenden Nebenreaktionen, die das quantitative 


Ergebnis stéren. 


Die wichtigsten titrimetrischen Analysenmethoden gehen davon aus, 
da8 die schweflige Saéure in saurer Lésung von freiem Jod quantitativ zu 
Schwefelséure oxydiert wird. Dabei sind aber mehrere Umstande zu be- 
riicksichtigen, die zu verschiedenen Modifikationen AnlaB gaben. Du- 
pasquier (zitiert nach Treadwell 1923, S. 596) wendete die Methode in ihrer 
einfachsten Form an: er titvierte direkt schweflige Saure mit Jodlésung; 
Starke diente als Indikator. Bunsen (1854) legte dar, daB man bei An- 
wendung dieser Methodik nur dann richtige Werte erhalt, wenn es sich um 
die Analyse sehr geringer SO,-Mengen handelt. Finkener (1871) und 
Volhard (1887) wiesen jedoch nach, daB man auch bei gréBeren SO,-Mengen 
zu genauen Ergebnissen kommt, wenn man bei der Bestimmung die Lésung 
der schwefligen Séure zur Jodlésung hinzugibt (nicht vice versa wie Du- 
pasquier). Ashley (1905) modifizierte ein zuerst von Fordos und Gélis (1840) 
sowie Rupp (1902) angewandtes Verfahren, indem er die Lésung, welche 
schweflige Séure oder Sulfite enthalt, mit Natriumbicarbonat und Jod- 
lésung in groBem Uberschu8 versetzte; nach dem Anséuern wird der Jod- 
iiberschu8 vermittelst Hyposulfit bestimmt. Im allgemeinen erhalt man 
bei der Verwendung dieser verschiedenen Methoden zu niedrige Werte, 
was auf mehrere Umstande zuriickgefiihrt wurde. Nach Raschigs Aut- 
fassung (1904) hat man erstens mit der Fliichtigkeit der Substanz zu rechnen; 
zweitens oxydiert der im Wasser geléste elementare Sauerstoff SO, zu SO,, 
ein Vorgang, der ebenfalls zu kleine Analysenwerte hervorruft. Das Defizit 
des Analysenresultats wurde auch damit zu erklaren versucht, da® sich 
bei der Einwirkung des Jods auf schweflige Séure eventuell verschiedene 
Polythionséuren bilden, aber diese Erklarung wird von anderen Forschern, 
z. B. von Spring und Bourgeois (1892), sowie von Raschig (1. c.) energisch 
abgelehnt. 
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Schumacher und Feder (1905) arbeiteten folgendes Verfahren aus: 
die schweflige Saéure wird mit Jodat im Uherschu8 versetzt, worauf das 
ausgeschiedene Jod mit Hilfe einer eingestellten Hyposulfitlésung titri. 
metrisch bestimmt wird. Um zu verhindern, da8 das bei der Titration 
entstandene Jodid noch einmal auf den noch immer vorhandenen Jodat. 
iiberschu8 einwirkt, neutralisiert man die Lésung mit Calciumcarbonat. 
Der Hyposulfitverbrauch entspricht direkt der Menge der vorhandenen 
schwefligen Séure. 

Es existieren auch mehrere Modifizierungen von acidimetrischen 
Methoden. Die einfachste besteht hauptsachlich darin, daB die echweflige 
Saéure von einer bekannten Menge Lauge im UberschuB absorbiert wird, 
den man dann durch eine Resttitration mit Methylorange als Indikator 
acidimetrisch bestimmt; andere Indikatoren ergeben keinen scharfen 
Umschlag. Sonst kann man den Umschlag verscharfen, indem man die 
schweflige Séure mit Wasserstoffsuperoxyd zu Schwefelséure oxydiert. 
Froboese (1920) hat ein besonderes Verfahren ausgearbeitet: die frei ge. 
gewordene schweflige Séure wird in einem Destillat aufgefangen, das eine 
bestimmte Menge Natriumbicarbonat enthalt, und darauf mit Wasserstoff- 
superoxyd zu Schwefelséure oxydiert. Den BicarbonatiiberschuB bestimmt 
man durch Riicktitration mit eingestellter Salzsiure und Methylorange 
als Indikator. Die Differenz im Bicarbonatgehalt entspricht der Menge 
absorbierter schwefliger Saure. 

Eine andere Art der SO,-Bestimmung bestand darin, daB das Gas 
von Permanganatlésungen absorbiert wurde; darauf erfolgte eine Riick 
titration der restlichen Permanganatmenge. Bei diesem Verfahren, besonders 
in saurer Lésung, besteht jedoch die Gefahr, daB die Reaktion nicht quan- 
titativ erfolgt, sondern daB sich zugleich Dithionate bilden (siehe z. B. Hénig 
und Zatzek, 1883; Dumond und Hughes, 1896/97). Inneutraler oderalkalischer 
Lésung verliuft indessen die Oxydation vollstaéndig (Hénig und Zatzek, 
l. c.; Kolthofj/, 1925). 

Eine Bestimmungsmethode von Hendrixson (1925) besteht in einer 
direkten Titration \on schwefliger Saéure mit Jodatlésung und Starke 
als Indikator. Die Methode gibt ausgezeichnete Resultate, doch ist 
leider ein besonderer Apparat nétig wegen der Fliichtigkeit der schwet- 
ligen Saure. 

AuBerdem gibt es auch noch mehrere andere verschiedenartig ge- 
staltete Bestimmungsmethoden. 


I, Neue Methode zur titrimetrischen Analyse der schwefligen Siure und 
Sulfite vermittelst Permanganat. 

Eine direkte Bestimmung finden wir in den von Schumacher 
und Feder (|. c.) und von Hendrizson (|. c.) ausgearbeiteten Methoden. 
Alle anderen besprochenen Methoden bestehen, wenigstens in ihrer 
gewohnlichen Form, in Resttitrationen. Diese ergeben aber besonders 
dann ungenaue Resultate, wenn es sich um die Bestimmung kleinerer 
SO,-Mengen handelt. Auch erfordern Resttitrationen im allgemeinen 
mehr Arbeit als direkte Titrationen. Ich gehe nunmehr zu einer 
Besprechung meiner eigenen Methode itiber, die ein direktes Bestimmungs- 
verfahren darstellt, und demnach dem Verfahren von Schumacher und 
Feder und von Hendrixson an die Seite zu stellen ist. 
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1. Prinzipien der neuen Methode. Wie schon erwihnt, gibt eine 
direkte Titration von SO, cder Sulfiten mit Permanganat fehlerhafte 
Werte, da die schweflige Saure nur zum Teil zu Schwefelsiure, zum Teil 
iber zu Dithionsiiure oxydiert wird. Bedient man sich aber eines 
Umweges, so kann die Oxydation quantitativ verlaufen. Die schweflige 
Siure 1aBt sich nimlich mit Hilfe von Jodcyan quantitativ zu Schwefel- 
siure oxydieren, eine Reaktion, die von v. Meyer (1887) sehr eingehend 
untersucht worden ist. Auf Grund seiner Arbeiten wirken die beiden 
Substanzen nach folgender Gleichung aufeinander ein: 


SO, + JCN + 2H,O = H,SO,+ HJ + HCN (1) 
Der entstandene Jodwasserstoff laBt sich quantitativ durch Oxy- 
dation mit Permanganat in saurer Lésung bestimmen (Mc Culloch, 
1888; Alsterberg, 1926). 
2KMnO, + 5HJ + 5 HCN + 3H,S80, 
= K,SO, + 2MnS0,+8H,0+5JCN (2) 


Werden die Resultate der beiden fiir den Analysenverlauf wesent- 
lichen Reaktionen summiert, so erhalt man folgende Gleichung, die 
den fiir die neue Methode geltenden stéchiometrischen Berechnungen 
zugrunde liegt: 

580, + 2K MnO, + 2H,O = K,SO, + 2MnSO, + 2H,S8SO, (3) 


Aus der oben angefiihrten Gleichung geht hervor, da hier eine 
Méglichkeit vorliegt, die schweflige Saiure pnd ihre Salze mit ein- 
gestellter Permanganatlisung durch direkte Titration zu bestimmen. 

Man muB das Jodeyan im Uberschu8 anwenden, wodurch gewisse 
Nebenreaktionen hervorgerufen werden. De mit schwefliger Saure 
versetzte saure Jodcyanlésung wird braun, denn das iiberschiissige 
Jodeyan bewirkt auf den entstandenen Jodwasserstoff unter Frei- 
setzung von Jod eine reversible Reaktion: 


JCON+HJ = J,+ HEN. 


Dieser Nebenreaktion kommt aber in Hinsicht auf das Analysen- 
resultat keinerlei Bedeutung zu, denn bei der Permanganatoxydation 
entsprechen die beiden auf diese Weise entstandenen Jodatome dem 
Jodwasserstoffmolekiil, das bei ihrer Entstehung verbraucht wurde. 
Das geht aus einem Vergleich der nachfolgenden Gleichung mit der 
vorher unter (2) angefiihrten hervor: 

2KMnO,+ 5 J, + 10 HCN + 3 H,SO, 
= K,SO, + 2MnSO, + 1OJCN + 5 H,0. 


Die Permanganattitration 14Bt sich sehr leicht ausfiihren. Der 
Umschlagspunkt wird in derselben Weise ermittelt wie bei der Titration 
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von Oxalsiure mit Permanganatlésung. Ein geringer Permanganat. 
iiberschuB wird durch die auftretende Rosafarbung der Lésung markiecrt. 
die unmittelbar vor dem Umschlag farblos wird, wihrend sie vorher 
durch das vorhandene Jod braun gefirbt war. Infolge aller dieser 
Umstiinde ist kein Ubertitrieren zu befiirchten, falls man die Farben. 
verinderungen der Lésung einigermaBen beachtet. 

Unter Zugrundelegung derselben Prinzipien, aber mit Anwendung 
anderer Oxydationsmittel, hat Lang (1922, 1923, 1924, 1925a, 1925) 
1925c) eine Anzahl von neuen schénen Bestimmungsmethoden aus. 
gearbeitet. Jedoch fehlte noch fiir die schweflige Saure eine gute oxydi. 
metrische Methode, die ich, ohne die Untersuchungen Langs zu kennen. 
ganz selbstandig ausgearbeitet habe. 


2. Kontrollanalytische Untersuchung der neuen Methode. Ich priifte 
die neue Methode durch Parallelanalysen, die teils nach meiner oben 
angefiihrten Methode, teils mit genau denselben Substanzmengen 
nach der Jodoxydationsmethode mit Jod im UberschuB und darauf 
folgender Riicktitration ausgefiihrt wurden. 


Als Ausgangsmaterial diente eine etwa n/10 Natriumbisulfitlésung, 
von der bestimmte Mengen genommen wurden; bei den Parallelanalysen 
wurde stets die gieiche Pipette verwendet. Die ebenfalls etwa n/10 Per. 
manganat- und Hyposulfitlésungen wurden nach der von mir ausgearbeiteten 
Jodkaliummethode (Alsterberg, 1. c.) eingestellt. Bei der Bestimmung der 
schwefligen Saéure nach der Permanyanatmethode wurde jede Probe mit 
10ccm einer gesattigten Jodcyanlésung versetzt; diese Jodcyanmenge 
entsprach ungefahr 40 ccm n/10 Hyposulfit (= 0,33g JCN). Diese Jod- 
cyanlésung wurde mit etwa 100cem Aqua dest. und 10cem 10proz. 
Schwefelséure versetzt. Ferner wurde lecm 10proz. Cyankaliumldésung 
zugefiigt; allerdings bildet sich bei der Reduktion des Jodcyans eine 
Quantitit Cyanwasserstotf, die dem ausgeschiedenen Jod und Jodwasser- 
stoff aquivalent ist. Es ist aber von Vorteil, mit einem Uberschu8 von 
Cyanwasserstoff zu arbeiten, da der Oxydationsverlauf bei dem Permanganat- 
zusatz in diesem Falle am glattesten vonstatten geht. Die derart bereitete 
Lésung wurde nun unter Schiittelnm mit der pipettierten Bisulfitlésung 
versetzt. Jetzt war die Probe zur unmittelbaren Titration fertig. Bei den 
Parallelanalysen nach der Jodoxydationsmethode mit darauffolgender 
Riicktitration des Jodiiberschusses ging ich folgendermaBen vor: ich gab 
zu etwa 100 ccm Wasser bestimmte Mengen Jodlésung sowie 10 ccm 10proz. 
Schwefelséure. Dann wurde mit derselben Pipette, die zum Abmessen der 
Bisulfitlésung bei der Analyse nach der Permanganatmethode gedient 
hatte, eine Quantitét Bisulfit abgemessen, die der auf diese Weise bereiteten 
Jodlésung unter Umriihren zugefiigt wurde. Die Menge der hinzugefiigten 
Jodlésung wechselte je nach der Bisulfitmenge, aber im allgemeinen wurde 
ungefaihr das Doppelte der erforderlichen Quantitét hinzugegeben. Daher 
wurden bei jeder Analyse nach der Jodoxydierungsmethode zwei Titrationen 
ausgefiihrt, teils eine Riicktitration des Uberschusses der hinzugefiigten 
Jodlésung, teils eine Titration der gesamten Menge hinzugefiigten Jods; 
natiirlich wurde bei beiden Entnahmen der Jodlésung die gleiche Pipette 
verwendet. 
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Tabelle I enthalt eine Zusammenstellung der Analysenresultate nach 
beiden Methoden. Bei der Berechnung der prozentualen Abweichung 
diente der Analysenwert nach der Jodtitration als Standard. 





Tabelle I. 
SO nach der SO, nach der 
Permanganat- Jodtitrations- Abweichung Abweichung 
methode methode 
mg mg mg Proz. 
77,2 77,0 + 0,2 +03 
58,3 58,1 + 0,2 +03 
38,8 38,7 + 0,1 +03 
19.4 19,5 —0,1 —O5 
14,7 14.6 +02 +04 
8.0 79 +01 +13 
4,0 4,0 + 0,0 + 0,0 


Aus der Tabelle geht hervor, daB die nach der Permanganat- 
titrationsmethode erhaltenen Werte mit den nach der Jodtitrations- 
methode erhaltenen recht gut iibereinstimmen, obwohl die meisten 
etwas, aber unbedeutend, héher liegen. Das ist aber ein Umstand, der 
fiir die neue Methode spricht. In der Kritik, die sich gegen die Jod- 
titrationsmethodik richtete (siehe z. B. Treadwell, |. c., Raschig, |. c.), 
kam konsequent der Verdacht zum Ausdruck, man erhielte nach dieser 
Methode zu kleine Werte. Um das Defizit so gering wie méglich zu 
machen, empfahlen einige Forscher den Zusatz groBer Jodiiberschiisse 
(Ashley, 1. c.). Wie ich oben eingehend darlegte, suchte man die Ursache 
dieser Defizite durch verschiedene Umstinde zu erkliren, und ich 
habe schon die Andeutung gemacht, daB Raschigs (|. c.) Ansicht richtig 
sein diirfte. Vielleicht entsteht auBerdem eine minimale Menge von 
Polythionsiure, was aber mehrere Forscher energisch bestreiten. Ich 
vermute es deshalb, weil ich bei meinen sauerstoffanalytischen Unter- 
suchungen fand, daB Schwefelverbindungen (Rhodanide, H,S, SQ.) 
bei der Oxydation mit verschiedenen Halogenen, Halogenverbindungen 
und anderen Oxydationsmitteln sehr leicht die Entstehung von Poly- 
thionsiuren verursachen, die dann in der Analyse stérend auftreten. 
Es wire deshalb merkwiirdig, wenn Jod und Jodcyan hier Ausnahmen 
bildeten, wenn auch die unvollstandig oxydierte Schwefelmenge sehr 
gering sein muB. Der etwas (wiewohl unbedeutend) héhere Analysen- 
wert nach der Permanganatoxydationsmethode wiirde darauf beruhen, 
daB die bei der Analyse nach dieser Methode entstandenen Polythion- 
siuren, die hier héherer Art sein miissen, vom Permanganat zu Schwefel- 
saure oxydiert werden, also eine korrigierende Reaktion zustandekommt, 
die bei der Analyse nach der Jodoxydierungsmethode ausgeschlossen ist. 

3. Die Zusatzordnung von Reagens und Analysenfliissigkeiten. Bei 
den friiher beschriebenen Methoden fanden wir, daB die Zusatzordnung 
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bei der Analyse von schwefliger Saure und Sulfiten eine groBe Ro|\ 
spielt. Bei der Analyse nach der Jodtitrationsmethode konstatiert: 
man, da8 man nur dann richtige Werte erhalt, wenn man die schweflig: 
Saure zur Jodlésung gibt und nicht umgekehrt, Umstinde, die fiy 
die praktische Ausfiihrung der Analyse natiirlich ab und zu er. 
schwerend sind. Selbstverstindlich war es duBerst interessant 2, 
erfahren, inwiefern die Zusatzordnung auch bei der Analyse nach der 
Permanganatmethode dieselbe dominierende Rolle spielt. Zur Analysen. 
methodik gehért auBerdem ein Schwefelsiurezusatz, und es war wichtiy 
festzustellen, welche Bedeutung einer Anderung in der Zusatzordnuny 
mit Riicksicht auf dieses Reagens zukam. Da SO, eine sehr fliichtig: 
Substanz ist, war ja hier ein gewisser EinfluB zu erwarten. 


Ich méchte nunmehr eine Serie hierher gehériger Analysen mitteilen 
Jede Probe wurde mit denselben Reagenzien in denselben Mengen versetzt 
wie im oben angefiihrten Fall. Nur die Zusatzordnung wechselte. Dann 
wurden die Proben mit Permanganatlésung titriert. In Tabelie IT wird die 
Zusatzordnung durch die Reihenfolge in der Aufzihlung angegeben 
Dabei bedeutet +, daB die beiden Reagenzien erst zusammengemischit 
wurden. Dann wurde die Mischung mit den iibrigen versetzt oder zugesetzt 
Diese letzteren Prozesse werden mit —» markiert, und die Richtung des 
Pfeiles gibt die Zusatzordnung an. 





Tabelle IT. 
Ne. Zusatocrduung Permanganatverbrauch pro Probe 
ecm 
1 Bisulfit + Jodeyan —> Séure.... 22.44 
2 ~=Bisulfit—» Jodeyan+ Séure... . 22,44 
3 Jodceyan + Bisulfit—» Saéure.... 2.44 
4 Jodeyan + Séure —> Bisulfit . . . . 22.40 
5  Jodeyan —> Bisulfit + Saure 22,37 
6 Jodeyan + Saéure —> Bisulfit * Saure 22,30 
(5 ccm) (5ecm) 


Aus den Ziffern geht mit aller Deutlichkeit hervor, daB es ganz 
gleichgiiltig ist, ob man das Bisulfit zum Jodcyan gibt oder das Jodcya: 
zum Bisulfit (vgl. Versuch 1 und 3). Doch scheinen sowohl die Ziffern 
dieser Tabelle als auch andere, hier nicht mitgeteilte Resultate dafiv 
zu sprechen, daB es nicht gleichgiiltig ist, ob man das Bisulfit zu sauren 
Jodeyan gibt oder umgekehrt (vgl. Versuch 1 und 4), denn in letzterem 
Falle ergibt sich ein — wenn auch unbedeutend — niedrigerer Wert 
Wenn man vorher angesiuertes Jodcyan zu Bisulfit gibt, scheint eine 
allerdings sehr geringe, Quantitaét SO, zu verdunsten, was beim Zusatz 
von Bisulfit zu angesiuertem Jodcyan nicht der Fall zu sein scheint 
Das ist sehr leicht zu verstehen; versetzt man die Probe unter kriiftigen 
Umriihren mit saurem Jodcyan, so wird sie zu Anfang des Jodcyan- 
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gusatzes sauer, teils infolge der neu entstandenen Schwefelsiure sowie 
des Jodwasserstoffes, wihrend der Uberschu8 an Oxydierungsmittel 
noch fehlt; dieser letztere Umstand trifft aber beim entgegengesetzten 
Verfahren nicht ein. Gerade wihrend dieser kurzen Zeit, wo die Bisulfit- 
jisung sauer ist, ein Uberschu8 an oxydierenden Stoffen aber noch 
fehit, setzt eine (wiewohl geringe) stérende SO,-Verdunstung ein. 
DaB ein Fehler beziiglich der Reihenfolge der Ansiuerung relativ viel 
bedeutet, geht aus den Versuchen 5 und 6 hervor; in beiden Fallen 
wurde das Bisulfit vor Zusatz des Oxydierungsmittels angesiuert, und 
in beiden Fallen ergab sich ein deutliches Defizit. 

Es lieB sich sehr leicht konstatieren, daB diese Defizite durch die 
Flichtigkeit der Substanz verursacht wurden: beim Jodcyanzusatz, 
der mittels Pipette erfolgte, wurden die letzten an der Pipette haftenden 
Tropfen rasch braun, weil sie die schweflige Siaiure absorbierten, die 
sich in der Atmosphare oberhalb der Fliissigkeitsoberfliche im Erlen- 
meyerkolben befand. In diesem Zusammenhang méchte ich tibrigens 
darauf hinweisen, da8 Jodcyan sich viel leichter anwenden liBt als 
Jodsiure, wenn es sich darum handelt, festzustellen, ob schweflige 
Siure vorhanden ist. 

4. Reaktion der Analysenprobe. Mit Riicksicht auf diese zuletzt 
erwahnten Tatsachen sollte man sich vorstellen, daB eine Alkalisierung 
der Probe vielleizht fiir den Jodcyanzusatz vorteilhaft wire, weil es 
dann nicht zu einer S0,-Verdunstung kame. Hier entstehen aber 
andere Fehler. 

Ich werde einige Analysenwerte mitteilen, die unter diese Prinzipien 
fallen. Die Reagenzien sind genau dieselben wie in der vorhergehenden 
Serie, und die Tabelle III ist nach genau denselben Prinzipien angeordnet 
wie die eben angefiihrte. Das Experiment unterscheidet sich nur dadurch 
von den vorhergehenden, da8 in den Experimenten 2 und 3 1 ccm 15proz. 
Natronlauge hinzugefiigt wurde. 





Tabelle 111. 
Ne a Permanganatverbrauch pro Probe 
ccm 
1 Bisulfit + Jodcyan —> Saure . ; 22,44 
2 = Alkali. Bisulfit —» Jodcyan + Saure . 21,92 
3 Jodeyan + Saure —> alkal. Bisulfit 21,65 


Ein Vergleich der Werte 2 und 3 mit dem Normalwert 1 ergibt 
ohne weiteres, daB ein vorhandener Alkaliiiberschu8 auBerst stérend 
wirkt und einen ausgeprigten Minderverbrauch an Permanganatlésung 
zur Folge hat. Vermutlich haben wir es hier mit Fallen zu tun, wo 
die von Raschig (1. c.) beschriebene Sauerstoffaktivierung ihren stérenden 
Einflu8 geltend macht. Man kann sich auch fragen, ob nicht das Jod- 
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cyan die schweflige Saiure beim Vorhandensein von freiem Alkali zy 
Dithionsiure oxydiert. Jedenfalls sind die Verhaltnisse auBerst kom. 
pliziert, und die hier angeschnittenen Fragen sind auch nicht endgiiltiy 
geklart. 

Die Reaktion der Analysenprobe ist also mit Riicksicht auf die 
Genauigkeit des Analysenwertes ein auBerordentlich wichtiger Faktor 
Ich will die Frage durch ein weiteres Experiment beleuchten, das nach 
denselben Prinzipien angeordnet ist, wie die friiher beschriebenen 
Versuche. 

In dieser Serie war die Zusatzordnung die ganze Zeit hindurch gleich, 
indem ich das mit der Pipette entnommene Bisulfit zum Jodcyan gab 
Das Jodcyan wurde gleich vor dem Bisulfitzusatz mit 100 cem Aqua dest. 
und verschiedenartigem Alkali oder mit Saéure versetzt oder in neutraler 
Form verwendet. Die Proben wurden nach einer Einwirkungszeit von 
5 Minuten mit der Permanganatlésung titriert. 





Tabelle IV. 
Nr. Scents sum Jodeyen Permanganatverbrauch pro Probe 
iT] com 
1 loom 15proz,. NaOH ....... 22,79 
2 0.2g Natriumbicarbonat ...... 22,49 
3 Ee 22.44 
4 10ccm 10 proz. HzSQ,....... 22,44 


Merkwiirdig ist in diesem Falle der Mehrverbrauch an Permanganat- 
lésung als Resultat des Alkalizusatzes, wihrend wir im friheren Falle 
einen Minderverbrauch derselben Lésung erhielten. In diesem Falle 
ist aber das abweichende Resultat mit Riicksicht auf das auftretende 
Mehrverbrauchsphanomen leicht zu _ verstehen, es ist eine Folge 
des Alkalizusatzes zum Jodcyan; das Jodcyan wird beim Laugenzusatz 
bis zu einem gewissen Grade zu Cyanat und Jodid hydrolysiert: 

JCN + 2Na0OH = NaOCN + NaJ + H,O. 

So 14Bt sich das Resultat der betreffenden Reaktion folgender- 
maBen zusammenfassen. Ein Alkalizusatz zur schwefligen Saure, die 
analysiert werden soll, verindert das Resultat in der Weise, daf der 
Wert der analysierten schwefligen Saure zu gering wird, da méglicher- 
weise der aktivierte elementare Sauerstoff das vorhandene Sulfit 
oxydiert. Ein Alkalizusatz zum Jodcyan veraindert das Resultat in 
der Weise, daB der Wert der analysierten schwefligen Saure zu hoch 
ausfalit. An der hierbei auftretenden Nebenreaktion hat die zugefiigte 
schweflige Séure keinen Anteil, sondern die Stérung beruht ausschlieBlich 
auf einer Hydrolyse des Jodcyans zu Cyanat und Jodid. 

5. Vorschriften fiir die neue Analysenmethode. Die schweflige 
Saure enthaltende Lésung wird, ob neutral oder sauer, mit Jodcyan 
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versetzt, man kann natiirlich auch die schweflige Saure zur Jodcyan- 
lisung hinzugeben. Das Jodcyan wird im UberschuB, am besten 
mindestens die doppelte oder mehrfache Menge, angewandt. Ein solcher 
Jodeyanzusatz im UberschuB laBt sich in der Weise kontrollieren, daB 
sich die angesaéuerte Lésung infolge der Jodabscheidung stark braun 
farbt, wahrend die Lisung bei geringem UberschuB lichtgelb —> farblos 
wird; doch ist darauf hinzuweisen, daB die Lésung auch dann hell ist, 
wenn nur eine geringe Menge schwefliger Siure vorhanden ist. Welcher 
der beiden Falle vorliegt, 1aBt sich leicht durch einen weiteren Jod- 
cyanzusatz entscheiden, wobei sich die Lésung bei geringem Uberschu8 
stirker fairbt, bei groBem UberschuB aber ihre Farbe unverindert 
beibehalt. Ist die Probe alkalisch, so muB sie unmittelbar vor dem 
Jodeyanzusatz angesiuert werden, doch ist hier wegen der Flichtigkeit 
der Substanz Vorsicht geboten. Bei der Ana'yse ist zu vermeiden, dab 
das Jodeyan zur alkalischen Lésung gegeben wird. Wenn man die 
Probe mit Jodcyan behandelt hat, versetzt man sie mit 10 ccm 10proz. 
Schwefelsiure und 1 cem 10proz. Cyankaliumlésung. Darauf kann die 
Titration mit Permanganat erfolgen. Zu einer quantitativen Priifung 
der schwefligen Saéure kann man sich der Jodcyanlésung bedienen; 
ein Tropfen an einem Glasstab, den man iiber die angesiuerte Probe 
halt, wird beim geringsten Vorhandensein von schwefliger Saure braun 
oder (falls Starke zum Jodcyan gegeben wurde) blau.| 


Il. Erschwerende Umstinde bei der Analyse von schwefliger Siure und 
Sulfiten. 

Praktisch diirfte die schweflige Saure bei der Analyse selten in der 
Form vorliegen, daB man unmittelbar eine titrimetrische Analyse nach 
der einen oder anderen Methode vornehmen kann. Das geht z. B. 
deutlich aus den Untersuchungen Froboeses (l.c.) hervor. Man mub 
daher im allgemeinen folgendermaBen vorgehen: man gibt Saure zu 
der Fliissigkeit, die zur Untersuchung vorliegt, destilliert dann die 
frei gewordene schweflige Saure iiber und fiangt sie in einer absorbierenden 
Fliissigkeit auf, die alsdann analysiert wird. Froboese weist aber gleich- 
zeitig darauf hin, daB die Analyse selbst bei diesem Verfahren durch 
verunreinigende Produkte kompliziert werden kann, die gleichzeitig 
mit iiberdestillieren. Er arbeitete im Hinblick darauf eine weiter oben 
besprochene Methode aus, die davon ausgeht, daB freies SO, von einer 
Natriumbicarbonatlésung quantitativ absorbiert wird, wahrend die 
Verunreinigungen, z. B. H,S (das, wenn auch in geringer Menge, gleich- 
zeitig mit SO, vorkommen kann) nicht absorbiert werden. Ich unter- 
suchte diesen Befund nicht durch eigene Kontrollanalysen, bin aber 
der Ansicht, daB sich die direkte Titrationsmethode mit Permanganat- 
oxydation ebenso wie die friiher besprochene acidimetrische Riick- 
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titration Froboeses bei diesem Destillat anwenden |aBt. In besonders 
komplizierten Fallen ware auch eine Fallung und ein Auswaschen des in 
Destillat aufgefangenen SO, (z. B. mit Barythydrat) in Betracht zy 
ziehen. Ich will an dieser Stelle nicht niher auf diese Fragen eingehe: 
die hier die Form einer Arbeitshypothese annehmen miissen, deren ich 
mich bei eventuellen spiteren Untersuchungen auf diesem Gebiet zu 
bedienen gedenke. 


Ich will hiermit Herrn Professor Dr. O. Collenberg, Lund, ergebenst 
danken fiir sein Interesse an dieser Untersuchung. 


Literatur. 


Alsterberg, diese Zeitschr. 166, 1926; ebendaselbst 170, 1926. 
Ashley, Zeitschr. f. anorg. Chem. 46, 1905. — Bunsen, Ann. 86, 1854. — 
Dumond und Hughes, Proc. Chem. Soc. 1896/97 (ref. Chem. Centralbl. 1897, 
I, 629). — Dupasquier, Ann. de chim. Phys. 1840 (ref. Treadwell, s. unten). 
Finkener (Finkener-Rose), Quantitative Analyse, 6. Aufl., 1871, 8. 937 


(ref. Treadwell, s. unten). — Fordos und Gélis, Ann. d. chim. Phys. 1840 
(ref. Treadwell, s. unten). Froboese, Arb. aus d. kais. Reichsgesundheits- 
amte 52, 1920. — Hendrixson, Amer. Chem. Soc. 47, 1925. Hoénia und 


Zatzek, Monatsh. f. Chem. 4, 1883 (ref. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 2, 
2660, 1883). — Kolthof/, Pharm. Weekblad 61, 1924 (ref. Chem. Centralb! 


1925, I, 2585. Lang, Zeitschr. f. anorg. Chem. 122, 1922; 130, 1923; 142, 
1924; 144, 1925a; Zeitschr. f. analyt. Chem. 67, 1925b; 67, 1925c¢ (Ref. 
samtlicher Abhandlungen). -——- Mc Culloch, Chem. News 57, 1888. 

v. Meyer, Journ. f. prakt. Chem. 36, 1887. — Raschig, Zeitschr. f. angew 
Chem. 1904, 8. 577. — Rupp, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 1902, S. 3694 
— Schumacher und Feder, Zeitschr. f. Unters. d. Nahr.- u. GenuSmittel 10, 
1905. — Spring und Bourgeois, Arc. 229, 1891 (ref. Chem. Centralbl 
1892, I, 372). Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem., 11. Aufl., 2, 1923. 


— Volhard, Ann. 242, 1887. 





| ich 


t zu 


"nist 


97. 


937 
840 
its- 
ind 


bl. 


10), 
bl 


Neutralsalze in der Hochspannung. 


Von 


R. Keller und J. Gicklhorn. 


(Eingegangen am 16. Februar 1926.) 


Eine der unerklarlichsten Erscheinungen der physiologischen 
Chemie ist die gerichtete Permeabilitat, die spezifische Wanderung 
oder wie man sie sonst nennen will, des Kochsalzes und ahnlicher 
Verbindungen im Organismus. Sie ist allen genauen Untersuchern 
seit Cohnheim schon im Darm auffillig entgegengetreten. Der Diinn- 
darm resorbiert nicht nur Ringerlésung und Wasser, sondern sogar 
sein eigenes Serum, wenn man es in das Innere des Darmes bringt. 
Ebenso ratselhaft ist das Verhalten der gewundenen' Kanilchen der 
Wirbeltierniere, die aus dem Ultrafiltrat des Blutes, das aus dem 
Glomerulus in den Anfangsteil der Kanalchen flieBt, Wasser und Koch- 
salz sowie eine Reihe anderer Stoffe (nach unserer Terminologie: 
kathodisch wandernde) aus dem Filtrat zuriickresorbiert, so daB eine 
in gewisser Beziehung konzentriertere Lésung, der Harn, aus ihnen 
abflieBt. Der Sachverhalt ist in der jiingsten Zeit durch Mitarbeiter 
des Hoeberschen Laboratoriums [ Mond, David, Yoshida u. a.')] genau 
ermittelt worden. 

Als Regel, fast als Gesetz kann aus der Literatur als feststehend be- 
zeichnet werden, daB das Kochsalz immer mit dem Wasser wandert. Vom 
Wasser wissen wir sicher, daB es bei nicht zu starker Aciditaét, so wie es im 
Organismus gewéhnlich vorkommt, zur Kathode wandert, wie allgemein 
angenommen wird, infolge seiner exzeptionell hohen Dielektrizitats- 
konstante. Da8 Neutralsalze vom Typus des Kochsalzes eine kataphoreti- 
sche Wanderungsrichtung nach einer bestimmten Elektrode haben sollten, 
das ist niemals im Stromfeld beobachtet worden. Nach bekannten Grund- 
gesetzen der physikalischen Chemie ist dies bei einem so starken Elektrolyten, 
der durch den Strom zerlegt wird und dessen Ionen dann nach beiden 


1) Pfliigers Arch. 208, 166, 1925; 205, 50, 1924; Hoebers, Physikal. 
Chem. der Zelle 2, Heft 5, S. 808, 1924. Daselbst Literaturiibersichten. 
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Elektroden wandern miissen, theoretisch unmdéglich. Es gab aber doch 
eine Reihe alterer Beobachtungen, die eine Hinneigung des Kochsalzes 
zumindest zu elektrostatisch negativen Punkten vermuten lassen miissen 
So hat Odén gefunden, daB das negative Schwefelsol eine molekulare Lag 
Natriumchlorid adsorbiert, und es ist den Kolloidchemikern bekannt, da{ 
negative Gelatine Wasser zusammen mit Kochsalz adsorbiert oder anzie}jt, 
wie die Froschhaut, die Darmschleimhaut, das Epithel] der Tubuli contort 
der Niere. Alle diese Gewebe sfnd nach unseren mikroelektrischen Unter. 
suchungen negativ geladen. 

Der eine von uns (Keller) hat schon vor Jahren in nicht veréffentlichten 
Versuchen Neutralsalzlésungen mit der Hochspannung der Influenz. 
elektrisiermaschine behandelt, ferner mit Strémen von etwa 300 Volt 
und ungemein kleiner Stromstarke (die Platinelektroden mit isolierendem 
Lack iiberzogen), aber das erwartete Resultat nicht erzielt. Im vergangenen 
Jahre veréffentlichte Wertheimer seine an dieser Stelle mehrfach zitierten 
Versuche iiber die gerichtete Permeabilitat der Froschhaut. In diesen 
quantitativen Experimenten trat mit groBer Klarheit hervor, daB das Koch. 
salz in der lebenden Froschhaut und durch diese hindurch nach innen 
wanderte. Diese Versuche zusammen mit den Resultaten der Hoeberschen 
Schule und eine Reihe anderer Tatsachen schienen zwingend zu zeigen, 
daB unter den Verhaltnissen des lebenden Organismus das Natriumchlorid 
eine eindeutige Beschleunigung nach der Richtung der Kathode erhialt. 
Ein Autor Girard!) hat an der Hand von Experimenten nachzuweisen 
versucht, daB Wasser und Kochsalz elektrostatisch in den Membranen 
bewegt werden, hat damit jedoch ebensowenig ernste Beachtung gefunden 
wie andere, die diese Vermutung schon friiher ausgeprochen haben. 


Als Fiirth uns semen Hochspannungsapparat mit der regulier- 
baren Spannung und Stromstirke iibergab, waren unsere ersten Ver- 
suche dahin gerichtet, Kochsalz wandern zu lassen. Die ersten Experi- 
mente waren negativ oder undeutlich. Erst als wir iiber 500 Volt hinaus- 
gingen, wurde der Versuchsausfall eindeutig und reproduzierbar und 
bei 800 Volt und dariiber wurde der Unterschied zwischen Kathode 
und Anode deutlich. Es zeigte sich, daB8 Kochsalz und die meisten 
anderen untersuchten Salze, selbst sogenannte saure Salze, weit iiber- 
wiegend an der Kathode angetroffen wurden. Mit der Veréffentlichung 
dieser Versuche haben wir einige Monate zuriickgehalten, erstens weil 
wir erst eine Reihe von quantitativen Experimenten durchfiihren 
wollten, zweitens weil wir gehofft haben, etwas iiber die Ursachen oder 
den Mechanismus dieser auch physikalisch neuen Erscheinung er- 
mitteln zu kénnen. Die Wagungen und Titrierungen haben die Tat- 
sache der Kathodizitat der Neutralsalze bestatigt, die zweite Hoffnung 
hat sich bisher nicht erfiillt. Die Versuchsresultate sind physikalisch- 
chemisch ebenso unerklarlich wie am ersten Tage, wir miissen uns also 
vorlaufig mit der Tatsache begniigen, daB die meisten Neutralsalze in 
Hochspannung mit minimaler Stromstarke sich an der Kathode vor- 


1) Girard, C. r. 150, 1446, 1910. 
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finden. Die naheliegendste Vermutung wire die, das Kochsalz als 
basisches Salz aufzufassen ware, daB es infolge der starken Positivitat 
seines Kations etwa von der Kathode angezogen wird und das Chlor- 
anion elektrostatisch mit zur Kathode nachschleppt, aber diese Ver- 
mutung ist wahrscheinlich unzutreffend. 

Man kénnte einwenden, daB unsere Halbleiterelektroden zumeist 
porése Substanzen sind, welche die Tendenz aller kapillaren Ober- 
flichen zeigen, unter Umstanden oberflachenaktive Stoffe anzureichern. 
Aber, abgesehen davon, da®B die Alkalineutralsalze ausgesprochen 
kapillar inaktive Verbindungen sind, zeigen die Verhaltnisse an der 
Anode oder im Leerversuch ohne Strom, daB die kapillare Konzen- 
trationsfahigkeit allein nicht die Substanzen an der Kathode anreichert. 
Der Fiirthsche Apparat verlangt, daB man die Elektroden schon auf- 
geladen durch Héherschrauben des Becherglischens mit der Fliissigkeit 
in Beriihrung bringt. Taucht man die Elektroden ein und schaltet 
dann erst ein, so erhalt man keinen so deutlichen Versuchsausfall, 
weil dann das gewéhnliche kapillare Aufsteigen eintritt, das seinerzeit 
die durch Goppelsroeder, Fichter-Sahlbom, Keller u. a. beschriebenen 
kapillarelektrischen Erscheinungen hervorruft, die sich eventuell mit 
den Resultaten des Versuchsstromes tiberlagern. 

Eine andere Erklirungsméglichkeit ware die bei diesen Versuchen 
sehr auffallende Elektroendosmose des Wassers. Wie erwahnt, geht 
Wasser, das nicht sehr sauer oder durch mehrwertige Metallsalze um- 
geladen ist, zur Kathode. Bei 500 oder 800 Volt verlauft die Wasser- 
bewegung ungemein stiirmisch. Man sieht die Anode das Wasser geradezu 
wegverdampfen, sie ist in einer Minute trocken und mu®8 fort- 
laufend von oben nachgewassert werden, wenn man den Strom nicht 
ganz unterbrechen will. Dagegen steigt das Wasser an der Kathode 
bei geeigneter Versuchsanordnung sehr rasch empor. 

Nach dem bisherigen Stande unserer Versuche méchten wir als 
sichergestellt nur ansehen, daB die Neutralsalze von der Wasserkata- 
phorese einfach mechanisch mitgeschleppt werden, miissen also vermuten, 
da8 die starke Austrocknung bzw. Abwanderung des Wassers von der 
Anode die Hauptursache der ungleichen Verteilung des Neutralsalzes 
zwischen den beiden Polen ist. Eine Kataphorese im buchstablichen 
Wortsinn laBt sich fiir Neutralsalze schwer vorstellen. Die Verhaltnisse 
des lebenden Organismus lassen sich in einem physikalischen Modell- 
apparat nicht ohne weiteres nachahmen, da der Organismus infolge 
der ungemein groBen Oberflichenentwicklung der Zellkolloide ver- 
gleichsweise riesige Potentialflichen als Elektroden zur Verfiigung hat. 
Im physikalischen Modell kann man nur mit minimalen Stromenergien 
arbeiten und nur einige Minuten durchstrémen, bevor die Metall- 
klemmen des Apparates Verunreinigungen durch Saure- oder Alkali- 
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produktion an die Halbleiter-Zwischenelektroden heranbringen. De; 
Nachweis der theoretisch zu erwartenden minimalen Analysenresultat; 
setzt einen Reinheitsgrad der Materialien und Glaser voraus, iiber dey 
wir zurzeit nicht verfiigen. 

Trotzdem haben Titrationen mit mehrfach durchstrémten Filtrier. 
papierelektroden ergeben, daB solche Kathoden beispielsweise 6 Proz 
mehr Jodkalium enthielten als nichtdurchstrémte Kontrollpapiere 
Die Anodenpapiere scheiden wir zu Vergleichszwecken aus, weil gegen 
diese der berechtigte Einwand zu erheben ist, daB die Wasserabwanderung 
mechanisch das Neutralsalz von der Anode mitnimmt. 

Es sei nochmals hervorgehoben, daB unsere Versuche fiir eine 
aktive Wanderung oder Kataphorese in der Hochspannung nicht be. 
weisend sind, sie lassen nur erkennen, daB die bereits bekannte 
Wanderung von Neutralwasser oder alkalischem Wasser zur Kathode 
Neutralsalzmolekiile mitfiihrt. Die endgiiltige Entscheidung dieses 
schwierigen Problems la8t sich nur von ungemein subtilen quantitativen 
Untersuchungen erwarten!). Vorgenommene Messungen haben ergeben, 


') Anmerkung wdhrend der Korrektur: Wahrend der Drucklegung 
dieser Arbeit erschien in dieser Zeitschr. 169, 199, 1926 eine Arbeit iiber die 
chemische Natur der Adsorption von K.C.Sen, dem offenbar derselbe 
Tatsachenkomp!ex in einer anderen Erscheinungsform zugrunde liegt 
Der Autor hat beobachtet,'da8 regative Potentialflachen (nach unserer 
Terminologie Kathoden) nicht bloB Kationen festhalten, sondern auch ganze 
Neutralmolekiile, Kochsalz, Natriumsulfat usw., welche er von Mangan- 
dioxydhydrat, von Chromhydroxyd und éhnlichen negativen Adsorbenzien 
adsorbieren ]46t. Er beschreibt auch Elektroendosmosen mit ahnlichen 
paradoxen Resultaten. Seine Beschreibung ist allerdings in der gegenwirtig 
herrschenden Ionenterminologie abgefaBt, aus der man den tatsachlichen 
Sachverhalt erst durch Ausscheidung der extremen Ionenannahmen zuriick- 
gewinnen kann. Im Gegensatz zur klassischen Elektrochemie, welche 
nicht nur undissoziierte Molekiile voraussetzt, sondern auch bei den disso- 
ziierten die Anionen noch im losen Zusammenhang mit den Kationen voraus- 
setzt — sie werden bei Nernst elektrostatisch mitgeschleppt — herrscht 
zurzeit bei den biologischen Physikochemikern die Grundvorstellung der 
,,freien** Ionen, die auch in der hier zitierten phainomenologisch duBerst 
interessanten Arbeit zutage tritt. Im Text wird beschrieben, daB negative 
Adsorbenzien nicht bloB Negatives adsorbieren, sondern auch Neutralsalze. 
In der Zusammenfassung heiBt es: ,, Negative Ionen werden oft durch negati 
geladene Oberflachen adsorbiert gema8 der chemischen Affinitat, die zwischen 
beiden existiert“. 

Der Autor zitiert auch altere paradoxe Beobachtungen anderer Autoren, 
die in unserer Terminologie dieselbe Erscheinung beschreiben, die den 
Gegenstand dieser Arbeit bilden, z. B. einen Versuch von Glizelli, der bei 
der Ausfallung des stark negativen Arsensulfids durch Kaliumchlorid nicht 
bloB Kaliumionen am Arsensulfid adsorbiert fand, sondern ,,im Verhaltnis 
dazu auch 50 Proz. Chlorionen“, also nach unserer Bezeichnung 50 Proz. 
Neutralsalzmolekiile. 
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daB der Potentialabfall an den Halbleitern selbst nicht so steil ist, wie 
wir ihn erwartet haben. 


Wir haben allerdings die Empfindung, da6 es auch uns nicht gelingen 
wird, diese in die gewohnten Regeln schwer einzuordnenden Beobachtungen 
yanz exakt darzustellen, zumal wir bisher keine Versuchsanordnung kon- 
struieren konnten, bei der die drei in Betracht kommenden Faktoren: die 
groBe Wasserbewegung, die nicht ganz unterdriickbare Elektrolyse und 
lonenbewegung und das uns interessierende Verhalten der Neutralsalz- 
molekiile in der Hochspannung einwandfrei quantitativ voneinander ge- 
trennt werden. 

Wahrend des Druckes dieser Arbeit wurden die Versuche fortgesetzt. 
Von den neueren Ergebnissen méchten wir zwei hervorheben, die in methodi- 
scher Beziehung bemerkenswert sind. Wie an friiherer Stelle (diese Zeitschr. 
168, 97, 1926) hervorgehoben, bestand eine Unstimmigkeit zwischen dem 
Hochspannungsversuch und dem physiologischen Wanderungssinn bei den 
Farbstoffen der Kongogruppe (Kongorot, Kongorubin, Azoblau, Benzazurin). 
Inzwischen ist es uns gelungen, ganz frisches Serum zu erhalten. In diesem 
wandern ganz verdiinnte Lésungen dieser Farbstoffe ebenso wie in der 
lebenden Zelle auch in der Hochspannung gréBGtenteils zur Kathode. 

Ferner bestanden noch einige Unstimmigkeiten zwischen unseren 
Bestimmungen und den Permeabilitétsversuchen von E. Wertheimer, 
gedeutet nach unserem Schema der Froschhaut: innen (—), auBen (-+- ). 
Die weitaus tiberwiegende Mehrzah] der Wertheimerschen Durchstrémungen 
stimmte genau mit dem elektrischen Wanderungssinn iiberein, so wie wir 
ihn vorher definierten, was tum 40 iiberraschender ist, als Wertheimer selbst 
von der Annahme ausging, da8 die Froschhaut umgekéhrt auBen negativ 
und innen positiv ist, mit der Begriindung, da8 die Saéure nach auBen wandert 
und daB die Saéure durch die positiven Wasserstoffionen charakterisiert 
wird. Die Unstimmigkeit zwischen Wertheimers und unseren experimentellen 
Resultaten bezog sich auf zwei Stoffe, Wasser und Lavulose. Wasser, das 
zur Kathode wandert, muBte in der Froschhaut nach innen gehen, wahrend 
Wertheomer gefunden hat, daB es nach auBen geht. Da man in allen Hand- 
biichern der Physiologie angegeben findet, daB der Frosch durch die Haut 
Wasser von auBen aufnimmt, so zweifelten wir nicht daran, dab Wertheimer, 
dessen iibrige Beobachtungen, soweit wir sie wiederholten, richtig be- 
schrieben sind, beim Wasser einem Irrtum zum Opfer gefallen sein muBte. 
Der wirkliche Sachverhalt ist jedoch nicht so einfach. 

In einer groBen Zah] von Versuchen, ausgefiihrt von A. Nistler mit 
Hilfe eines von ihm konstruierten Mikroosmometers, in dem ein Quadrat- 
zentimeter groBes Hautstiick zwischen zwei feste Kammern gespannt wird, 
die jede mit einer Kapillare mit MillimetermaBstab versehen sind, erhielten 
wir mit verschiedenen Winterfréschen zunachst ganz wunregelmiBige 
Resultate, z. B. unter zehn Fréschen sechs mit Wasserwanderung nach 
auBen, vier nach innen. Es ergab sich, daB die Wasserwanderung ungemein 
starken subjektiven Einfliissen des betreffenden Tieres unterliegt, wahr- 
scheinlich von Nerven, vom Ernahrungszustand, von der Atmung oder 
anderen unbekannten Faktoren abhaingt. Als Regel lie®B sich konstatieren, 
da8 je normaler das Tier, um so deutlicher der Wanderungssinn des 
Wassers nach innen, so wie die Literatur vor Wertheimer ihn beschreibt 
und so wie er elektrohistologisch erwartet werden mubBte. 
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Sehr elegant laBt sich diese Erscheinung demonstrieren an den 
neuen Glasultrafiltern von Schott in Jena. Wir verdanken den Hinweis 
auf dieses Elektrodenmaterial Herrn Hofrat Prof. Dr. Rich. Zeynek, 
Direktor des medizinisch-chemischen Instituts der Prager Universitit. 
Wenn man diese Ultrafilter aus Glas auf beiden Seiten als Halbleiter. 
Elektroden benutzt, so kann man an der Kathode die Salzanreicherung 
auf dem Glas schon mit freiem Auge sehen, besonders schén aber 
gefirbte Substanzen, die sich auf diese Weise bequem wigen lassen. 
Sehr instruktiv ist es, wenn man nun eine solche gefirbte Elektrode 
durch Umkehrung des Kommutators zur entgegengesetzten macht. 
Hierauf sieht man den Farbstoff oder das gefarbte Salz von der einen 
Elektrode abspriihen und zur anderen hiniiberwandern. In ganz kurzer 
Zeit ist die negative Elektrode, jetzt die positive, wieder farblos und 
entgegengesetzt gefirbt. Dieser Versuch dient dazu, die Vermutung 
zu widerlegen, als ob es sich um bloBe Kapillarwirkungen, Adsorptionen 
und dergleichen handelte. 

Wichtig fiir die Demonstration ist es, die Stromstirke sehr klein 
zu halten. Wir arbeiten gewéhnlich mit einem Milliampere, oder 
etwas darunter fiir Elektroden, die etwa 1 qem wirksame Flache haben 
diirften, so daB also auf den Quadratmillimeter eine Stromdichte von 


Um diese Grundfrage der Hautpermeabilitaét genau zu untersuchen, 
ohne deren quantitative Festlegung alle Hautwanderungen anderer in 
Wasser geléster Stoffe mit einem Wasserfehler behaftet bleiben miibten, 
gingen der eine von uns (Gicklhorn) mit A. Nistler mit fiinf Mikroosmo 
metern direkt an die Teiche bei Plan in Westbéhmen und maBen die Wance. 
rung am lebenden Tiere, denen ein kleines Hautstiick teilweise abgezogen 
und in das Osmometer geklemmt wurde, in der Weise, daB Kreislauf und 
Atmung erhalten blieben und die Tiere sich in ihrer natiirlichen Umgebung 
befanden. Die Versuche und Kurven werden spater veréffentlicht. In der 
Hauptsache ergab sich, da8 im normalen Tiere und in der lebenden dure! 
bluteten Haut das Wasser ganz eindeutig nach innen wandert, in unseren 
Sinne also zur Kathode. Der Nerveneinflu® fallt in die Augen. Es geniigt 
Kneifen am Bein, um die Wasserwanderung zu beeinflussen. Das Nachhause- 
nehmen des Tieres, das Aufbewahren in Kellern, in denen die Physiologen 
ihre Tiere halten, beeintrachtigt stark den normalen Wanderungssim 

Die abgezogene Haut kehrt nach einiger Zeit den Wanderungssinn um, 
bei abgehetzten oder schlecht gendihrten Fréschen oft schon 12 Minuten 
nach dem Ablésen vom Tier. Wertheimer hat also ganz richtig beobachtet, 
aber seine Tiere oder seine Haute hatten nicht mehr den normalen Wan- 
derungssinn fiir Wasser. Herr Priv.-Doz. Dr. E. Wertheimer (Halle), dem wi 
diesen Versuchsausfall mitteilten, verweist auf seine Arbeit in Pfliigers Arc! 
201, 488, 1923, in der er ebenfalls unter bestimmten Umstanden die Wasser- 
wanderung von auBen nach innen als regelmaBig anerkennt. 

Die Unstimmigkeit zwischen Wertheimer und uns beziiglich der Lavulose, 
die bei uns positiver wandert, bleibt noch bestehen und soll spater genau 
nachuntersucht werden. Alle anderen Stoffe verhalten sich jetzt in Uber- 
einstimmung mit ihrem elektrischen Wanderungssinn. 
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}0 Mikroampere entfallen diirfte, was vermutlich eher gréBer als kleiner 
jst als die fiir physiologische Zellstréme (im nicht erregten, nicht ge- 
reizten Zustande) in Betracht kommenden Stromdichten. Dagegen 
halten wir unsere Spannung pro Zentimeter fiir viel niedriger als die 
biologische Spannung auch an ruhenden Zellgrenzflichen. Wir werden 
uns bemiihen, die Apparatur den physiologischen Verhaltnissen noch 
mehr anzunahern, worauf wir hoffen, ein genaueres Resultat zu erhalten. 
Wir kénnen wohl die Kochsalzanreicherung demonstrieren, doch 
gehen die Sulfate (beispielsweise in Niere und Darm) nicht den- 
selben Weg wie normale Mengen von Kochsalz, sondern verhalten sich 
in unserer Terminologie im Organismus relativ anodischer, was wir 
mit der bisherigen Hochspannung von 800 Volt im Modellapparat 
nicht reproduzieren kénnen. 

Die Herabdriickung der Stromdichte bei den Versuchen ist sehr 
notwendig zur Unterdriickung der elektrolytischen Nebenwirkungen. 
Es ist einleuchtend, daB auch Spuren von Alkali an der Kathode oder 
von Séure an der Anode sofort Umladungen bewirken, also bei labilen 
Neutralkérpern den entgegengesetzten Wanderungssinn erzeugen. Wer 
eine Hochspannung hat, aber keine MeBinstrumente fiir Strom- 
starken, kann sich durch ein Lackmuspapier als Elektrode davon tiber- 
zeugen, daB praktisch kein Strom mit Elektrolysewirkung durchflieBt ; 
ein soleches Lackmuspapier darf, 10 Minuten durchstrémt, auch an 
der Stelle des starksten Potentialgefilles an der Oberfliche der Lésung 
keine Spur von Umfarbung zeigen, héchstens eine Entfarbung durch 
Abwanderung des Farbstoffs. Ein anderes Mittel, Stromschleifen zu 
entdecken, ist Kupfersulfat, bei dem sich Elektrolysen durch Aus- 
scheidung von dunklem Metall oder Oxyd statt des rein blauen Sulfats 
an der Kathode kenntlich machen. 

Indikatorpapiere sollen iiberhaupt stets zu Kontrollversuchen ver- 
wendet werden, da bisweilen die Stromkonstanten des Apparats sich 
wahrend der Versuche durch allerlei Zufalligkeiten andern. Kongorot- 
papier und Kongorubinpapier, das man sich selber anfertigen muB, sind 
nach einem geistreichen Gedanken des med. cand. Anton Nistler, den wir 
fiir orientierende, qualitative Vorversuche benutzen, ein bequemes Reagens 
fiir das Erscheinen von Neutralsalzen an der Kathode. Wie Wo. Ostwald 
entdeckt und beschrieben hat, werden diese Farbstoffe nicht bloB durch 
Saéuren geblaut, sondern auch durch Elektrolyte, die sie grobdisperser 
machen oder zur Koagulation bringen, unter besonderen Umstanden sogar 
durch Soda. Benutzt man ein solches Indikatorpapier als Kathode, bei 
der eine Saéurewirkung auch bei betrichtlichem Stromdurchgang sich 
ausschlieBt, so kann man den Aufstieg der Neutralsalzlésung an der 
Elektrode, die man vorher mit der Lésung angefeuchtet hat, direkt durch 
die Blauung sichtbar machen. 

Mit Indikatorpapieren als Hochspannungs-Halbleiterelektroden erhalt 
man tiberhaupt sehr merkwiirdige und nach den gelaufigen Theorien 
schwer deutbare Resultate. Man kann nach zahlreichen derartigen Ver 
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suchen, die wir speziell den neuen Clarkschen Indikatoren gewidmet haben, 
als eine Regel festhalten, daB bei hoher Spannung (800 Volt) eine gewisse 
Tendenz besteht zu paradoxen Farbungen, d. h. zum Basenumschlag an 
der Anode, zum Saéureumschlag an der Kathode. Bei niedrigen Spannungen 
beobachtet man diese merkwiirdigen Umfarbungen nicht. Zuweilen zeigen 
sich Zwischenfarben und Kontrastfarben auf derselben Elektrode, die bei 
dem betreffenden Farbstoff friiher nicht beschrieben sind. In der Literatur 
finden wir nur die Versuche von Bethe und Toropoff an porésen Ton- 
diaphragmen, die zuerst solche Erscheinungen beobachtet haben '). 

Erwahnenswert sind vielleicht noch die Indikatorfarbungen mit ganz 
verdiinnter Salzsdure. Chlorwasserstoff als Gas geht naturgemaéB rein zur 
Anode. Konzentrierte oder maéBig verdiinnte Saéure 146t sich nicht mit der 
Fiirthschen Hochspannung durchstrémen. Sie ist wie alle starken Séuren 
ein sehr guter Leiter und man erhalt Funken, bevor die angefeuchteten 
Elektroden die Fliissigkeit beriihren. Nach der Beriihrung geht sofort ein 
sehr starker Strom durch die Séure, die Spannung sinkt rapid und die 
Amperemeternadel schwingt aus dem MeBkreis weit hinaus. 

Man mu8 also sehr stark verdiinnen, um Spannung und Stromstarke 
annéhernd in den gewiinschten Grenzen zu halten. Dann steigt die Saéure 
rasch an der Kathode empor und rétet dort das Lackmuspapier. So schien 
es wenigstens bei den ersten Versuchen, aber die genauere Beobachtung 
und die Versuche, die Saéurewanderung zum Basenpol zu deuten, ergab 
folgendes Bild, das wahrscheinlich den Tatsachen annahernd gerecht werden 
diirfte. Im ersten Augenblick steigt die Fliissigkeit immer an der Anode 
und rétet dort das Lackmuspapier. Nach ganz kurzer Zeit ist infolge der 
Hochspannung die Fliissigkeit zwischen den Elektroden séurefrei und ionen- 
frei, kenntlich an dem Riickgang der Amperemeternadel. Die Filiissigkeit, 
welche die Elektroden auf der Riickseite gegeniiber den Stromlinien ergibt, 
enthalt aber offenbar noch Saéure, die in das séurefreie Gebiet zwischen die 
Elektroden diffundiert und dort rasch entionisiert wird. Das saure Wasser 
des ersten Augenblicks ging gesetzmaBig zur Anode, sobald aber das Wasser 
entséuert ist, schlaigt es sofort wieder seine gesetzmaéBige Richtung zu: 
Kathode ein und steigt dort rasch auf. Dabei zieht es offenbar durch 
Kohasion der Fliissigkeit Séurespuren aus der Umgebung der Elektrode, 
namentlich der Riickseite mit hinauf, welche dann die Rotfarbung ‘les 
Basenpols hervorbringen. 


Es ist kaum notwendig, hervorzuheben, welche Bedeutung die 
gerichtete Speicherung von Kochsalz und Neutralsalz im elektrischen 
Felde fiir die Physiologie der Safte hat. Diese Erscheinung ist an- 
scheinend bei verschiedenen Salzen graduell verschieden. Wir bitten 
diese Mitteilung zunaéchst als eine vorlaufige zu betrachten, da die 
Fiille des Ungewohnten der Hochspannungskataphorese die Ubersicht 
iiber die Erscheinungen einigermaBen erschwert. Feste Regeln kénnen 
erst gegeben werden, bis eine geniigende Zahl von quantitativen Ver- 
suchen vorliegt, die gegenwiartig im Zuge sind. Fiir das Kochsalz 
kénnen wir wohl als erste Anwendung voraussagen, das wir es tiberal! 
im Organismus in derselben Richtung wandernd vorfinden miissen, 


1) Zeitschr. f. physik. Chem. 89, 597, 1915. 
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wie Wasser und Alkali. Einige Zitate, aufs Geratewohl herausgegriffen 
us den bisher erschienenen Banden von Oppenheimers Biochemie), 
werden erharten, daB das Zusammentreffen dieser Stoffklassen schon 
zahlreichen Untersuchern aufgefallen sind und daB diese elektive 
Wanderung und Speicherung sich mit der alten Niedrigspannungs- 
physik absolut nicht aufklaren lieB. 

F. N. Schulz findet, der Mechanismus der Speicherung von Salz im 
Wasser und Gewebe sei ,,nicht geniigend aufgeklart**.. Die Annahme 
aktiver Sekretion“ sei ,,keine Erklarung, sondern der Verzicht auf eine 
Erklarung“*. Die Lymphe ist alkalischer, kochsalz- und wasserreicher 
als das Blut?). Liquor cerebrospinalis und Humor aqueus (von Keller seit 
langem als Kathodenfliissigkeiten bezeichnet) enthalten mehr Alkali, mehr 
Natrium, mehr Kalium, aber auch mehr Chlor als das Blut. Natrium- 
chlorid und Wasser gehen immer zugleich aus dem Blut ins Gewebe*). 
Parallel mit NaCl geht die Wasserausscheidung [Eppinger*)]. Man kénnte 
an diese Beobachtungen eine beliebig groBe Zahl von anderen Literatur- 
belegen anschlieBen, des Inhalts, daB zwischen Transport, Speicherung 
und Ausscheidung von Alkali, Neutralsalz und Wasser eine Parallelitat 
besteht, welche sich schwer anders als elektropolar wird deuten lassen, 
wenn man in Betracht zieht, unter welcher (relativen) Hochspannung alle 
Elemente des lebenden Organismus stehen. Dies gilt naturgemé86 fiir den 
pflanzlichen Organismus ebenso wie fiir den tierischen. 

Die Versuche werden jetzt wiederholt und erweitert mit einer 
neuen Hochspannungsanlage, die als Gleichrichter Elektronenréhren 
benutzt und infolge starkerer Stromquellen einen breiteren Bereich 
der Spannung und Stromstirke auszuprobieren erlaubt. 


Zusammenfassung. 


Nicht bloB8 Wasser, Kolloide, Nichtleiter und Ionen haben einen 
deutlichen Verschiebungssinn im elektrischen Felde, bei geniigend 
hoher Spannung und Ausschaltung von Elektrolysenebenwirkungen 
durch den Strom wird auch ein Verschiebungssinn der Neutralsalze im 
edektrischen Felde zur Kathode erkennbar, der ein neues Licht wirft 
auf zahlreiche Vorginge im Stoff- und Kraftwechsel, von dem jedoch 
noch nicht feststeht, ob er auf einer Elektropolaritat der Neutralsalze 
beruht oder auf Mitfiihrung durch das zur Kathode strémende Wasser. 


1) 2. Aufl., Jena 1925. 

*) Oppenheimers Biochem. 4, 160. 
8) Ebendaselbst 4, 162. 

*) Ebendaselbst 4, 158. 
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Der elektrische Faktor der Harnbildung. 


Von 


R. Keller und J. Gieklhorn (Prag). 
(Eingegangen am 16. Februar 1926.) 


Die Niere der Wirbeltiere und die Nephridien der niederen Tier 
haben merkwiirdigerweise niemals das Interesse der Elektrophysiologen 
erweckt. Obzwar es ganz sicher ist, daB zwischen den einzelnenGewe ben 
der Wasser- und Neutralsalzexkretionsorgane, z. B. zwischen Arterien 
und Harnkanilchen, zwischen Arterien und Lymphbahnen der Nicre 
charakteristische elektrische Potentialdifferenzen bestehen, hat sich 
anscheinend niemand der Miihe unterzogen, makroskopische elektrische 
Untersuchungen an Nieren vorzunehmen. Die elektromikroskopische 
Methodik hingegen findet in der Niere ein anziehendes Versuchsfeld. 


Die eigenen Untersuchungen des einen von uns (Keller) an Gefrier- 
schnitten frischer Nieren, ferner Injektionen mit Eisensalzen (Ferrocitrat 
in die Blutbahn ergaben zunichst eine in die Augen fallende starke Nega- 
tivitat der Grundsubstanz der Wandung der Tubuli contorti, welche, 
wie man seit den Arbeiten der Hoeber-Schule sicher weiB, das aus dem 
Glomerulus abflieBende Ultrafiltrat des Blutes an Wasser und Kochsalz 
verdiinnen und an Sulfaten anreichern. Da8 die Grundsubstanz der 
Kandalchen negativ ist, iiberrascht nicht. Eine gewisse Negativitat der 
protoplasmatischen Zellgrundmasse ist die Regel. Die Epithelzellen der 
gewundenen Kanalchen enthalten auBerdem positive (mit anodischen 
Tinktionsmitteln sich farbende) Granula in charakteristischer Zahl uni 
Anordnung. Von den physiologischen Funktionen des Kandalchenepithels 
wurden nur zwei herausgehoben, die Riickresorption von Wasser un 
Kochsalz, die heute wohl vollkommen feststehen und die iiberdies elektr 
histologisch ausgezeichnet stimmen. Nach dem Resultat am Fiirthschev 
Hochspannungsmodell gehért das Kanalchenepithel zu der groBen Zahl jene 
negativen Gewebe (Kathoden), die Wasser samt neutralem Salz adsorbieren 
(siehe vorhergehende Arbeit). Hierbei ist davon abgesehen, daB in denselben 
Kanalchen nicht bloB Wasser und Kochsalz riickresorbiert wird, sondern 
daB an derselben Stelle und vielleicht im weiteren Verlauf, in den geraden 
Kandalchen oder in den Henleschen Schleifen eine Hauptleistung der Harn- 
bildung vor sich gehen mu8, namlich die Konzentration von Harnstoft 
aus dem Blute. Man kénnte vielleicht auch die Harnstoffkonzentration in 
unser Schema einordnen, da Harnstoff im Fiirthschen Apparat entgegen- 
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gesetzt sich verhalt wie Kochsalz, naémlich an der Anode erscheint. Aber diese 
Wanderungsversuche sind noch nicht abgeschlossen und ergeben bei einem 
wnderen charakteristischen Harnbestandteil, den Sulfaten, bisher eine 
auffallende Unstimmigkeit, indem diese némlich auch in der Hochspannung 
ebenso wie Natriumchlorid und ebenso wie die Kalisalze (die in der Niere 
sich anders verhalten als Natriumsalze) zusammen mit dem Wasser gehen. 

Es ist méglich, daB im Zuge befindliche mehr quantitative Versuche 
liese Unstimmigkeiten beseitigen, wir beabsichtigen nicht nur Unter- 
suchungen nach der Richtung, da8 Chloride und Natriumsalze quantitativ 
unders sich verhalten als Sulfate und Kaliumsalze, wir wollen auch ermitteln, 
b diese Salze sich nicht vielleicht erst bei héheren oder niedrigeren 
Spannungen im elektrischen Feld von den Chloriden und Natriumsalzen 
trennen. DaB® das Kanadlchenepithel zu den starksten Kathoden des Kreis- 
laufsystems zéhlt, dariiber besteht kein Zweifel. An lebenden Nieren und 
an Nierenschnitten sind nicht nur von uns zahlreiche Versuche gemacht 
worden, die Literatur dariiber ist, wie bekannt, kaum mehr zu iibersehen, 
ind alle Versuche anderer Forscher, wenn man sie nach unserer Methodik 
leutet, die gegenwartig die Elektropolaritét von etwa 150 Farbstoffen 
eindeutig tibersehen laBt, ergeben ohne Ubertreibung Hunderte und Tausende 
Bestatigungen dieser Grundtatsache, nicht nur durch direkte Anfarbung, 
sondern noch iiberzeugender durch die Unmédglichkeit, die nichtgranulire 
Grundsubstanz des Kanalchenepithels mit den iiblichen anodischen Vital- 
farbstoffen lebend anzufarben. 

Auch die neuesten Arbeiten der Hoeber-Schule sprechen eine eindeutige 
Sprache in bezug auf die starke Negativitaét des Tubulus-Epithels. 


Viel schwieriger ist die Deutung der elektrischen Zustiinde des 
Glomerulus, in dem das arterielle Blut sich aufknauelt und mittels des 
Herzdrucks durch die diinne Glomerulusmembran in den Kapselraum, 
den Anfang des Harnkanilchens, ultrafiltriert wird. Die ersten Literatur- 
angaben iiber Farbungen von Nierengefrierschnitten (z. B. Macallum, 
Unna), spiter Versuche von Keller und Winternitz und neuere Versuche 
schienen mit voller Deutlichkeit die Glomeruli als positive Nieren- 
zentren berauszuheben. Sie farben sich namentlich mit den Unnaschen 
Leukofarben (Rongalitwei8) prachtvoll und elektiv als Sauerstofforte 
(Anoden), bleiben mit kathodischen Farbstoffen vollkommen farblos 
in den tief gefirbten Kanilchen. Es schien also alles sehr schén zu 
stimmen. Die neuesten Arbeiten des Hoeberschen Instituts, die ja 
nicht auf elektrische Differenzierung der Nierenelemente hinarbeiten, 
ergaben jedoch zumindest keine Bestatigung dieser Deutung, schienen 
ihr sogar eher zu widersprechen. Vor allem arbeiteten sie die Ultra- 
filtrierarbeit der Glomerulusmembran ziemlich klar heraus, und es 
war nicht gut zu verstehen, wie die anscheinend positive Membran so 
leicht und widerstandslos das positive Wasser durchlieB. Auch cinige 
andere farblose Stoffe wanderten in den Versuchen von David'), Yoshida, 

') Pfliigers Arch. 206, 492, 1924; 208, 146, 1925; Schulten, ebendaselbst 
208, 1, 1925; Deutsch 208, 177, 1925. 
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Schulten, Deutsch nicht in der erwarteten Weise, die sich aus ihrer 
Elektropoiaritat ergeben muBte. Dann verdéffentlichte Karezag iy 
Abderhaldens Handbuch der physiologischen Arbeitsmethoden!) jy 
seinen Versuchen iiber ,,Elektropie“ Resultate an normalen lebendey 
Nieren, die beim Kanalchenepithel die Negativitat neuerlich bestatigten, 
dagegen fiir die Glomeruli ergaben, daB normale Glomeruli im lebendey 
Tiere negativ geladen waren, jedoch bei Schidigungen und Vergiftungen, 
ebenso in Schnitten sich positiv zeigten. Obzwar sich gegen die elektro. 
mikroskopische Methodik Karczags, der sich ausschlieBlich der Sulfo- 
siiurefarbstoffe bedient, eines Indikators, dessen besonders leichte 
Umladbarkeit auf den entgegengesetzten elektrischen Wanderungssinn 
immer hervorgehoben worden ist, Einwinde ergeben, so sind doch 
gerade die Nierenversuche Karezags auch fiir den erfahrenen Elektro. 
mikroanalytiker sehr interessant, da diese Farbstoffe bei Blutreaktion 
zweifellos eindeutig zur Anode wandern, also positive Orte firben. 
Der groBe Vorzug der Karezagschen Untersuchungen liegt in der voll. 
kommenen Vitalitét und Normalitaét der Niere. 


Es sind dann noch einige physiologische Uberlegungen dazugekommen, 
die das Resultat von Karczag zu bestatigen schienen. So z. B. ist es schwer, 
sich vorzustellen, woher die sehr diinne Glomerulusmembran, eine de 
durchlassigsten Membranen des Gesamtorganismus ohne jede ermittelbare 
Feinstruktur ihre Positivitaét nehmen soll. Solange sie unter dem arteriellen 
Druck steht, miiBte sie wie alle Membranen niedriger, das heiBt also negativer 
Dielektrizitatskonstante, die bei ihr vermutet werden muB, nach der Coeh»- 
schen Regel sich negativ aufladen. Die dlteren eigenen Resultate, ebens: 
die von Macallum und Unna, die an isolierten Gefrierschnitten nach Aus 
schaltung vom Herzdruck gewonnen wurden, waren sonach nicht als Vita!- 
farbung, sondern als Polarisationsnachwirkung der Lebensspannung, als 
relative Positivitét gegeniiber den ungemein stark negativ bleibende: 
Kanalchenepithelien zu betrachten oder auf irgend eine andere postmortale 
Veranderung zu beziehen. 

Es gibt eine altere Versuchsreihe von H. J. Hamburger*), die ebenfalls 
fiir eine Negativitét der Glomerulusmembran im lebenden Tiere spricht 
Der genannte Autor, der klassische Untersuchungen iiber die Zucker- 
durchlassigkeit der Niere gemacht hat, stellte unter anderem fest, dal 
nach Anséuerung der Durchstrémungsfliissigkeit die Membran Zucker (de: 
durch das Anséuern positiviert wird) durchla8t. Bei 0,005proz. NaHCoO.- 
Zusatz zur Durchstrémungsfliissigkeit oder noch weniger hielt der Glomerulu- 
keinen Zucker mehr im Blute zuriick, bei 0,02 proz. schon 0,03 Proz. Glucose, 
bei etwas mehr Bicarbonat 0,06 Proz. und bei 0,285proz. NaHCO, 0,07 Proz. 
und dariiber den vollen normalen Zuckergehalt des Blutes. Es ist nament- 
lich dieser Versuch, der die Negativitaét der Glomerulusmenbram direkt zu 
beweisen scheint, wenn man weiB, wie sich Glucose im elektrischen Feld 
verhilt. 


') Abderhaldens Handb. d. physiol. Arbeitsmethoden, 8. 936, {44 
und 945. 
2) Proc. Acad. Sc. Amsterdam 22, 351, 1920. 
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In diesem Stadium ersuchten wir Herrn Prof. Dr. Tibor Péterfi in 
Berlin-Dahlem, lebende Froschnieren im intakten Tiere mit seinem 
Mikromanipulator elektrometrisch zu messen. Prof. Dr. Péterfi hatte 
die Liebenswiirdigkeit, diesem Wunsche zu entsprechen. Die sehr 
schwierigen Versuche sind noch nicht beendigt. Bisher hat es sich nur 
gezeigt, daB das Kanalchenepithel erheblich negativ anspricht, der 
Glomerulus positiv, am deutlichsten an seinem Harnpol. (Der GefiB- 
kniuel besitzt an seiner Wurzel, in dem die zufiihrende kleine Arterie 
eintritt, einen ,,GefaBpol“, das andere Ende, aus dem das Blutfiltrat 
aus der Glomeruluskapsel in das Harnkanalchen abflieBt, heiBt ,,Harn- 
pol.) Dieses vorlaiufige Ergebnis, das noch genauer nachuntersucht 
und spater veréffentlicht werden soll, scheint fiir die erste aus den 
Gefrierschnitten abgeleitete MutmaBung zu sprechen, daB der Glomerulus 
positiv ist. Die Frage ist aber doch wohl noch nicht endgiiltig ent- 
schieden. Die Mikroelektrode Péterfis ist immerhin noch 8 bis 12 u 
dick, die Glomerulusmembran nur etwa 2 yu diinn, es wire miéglich, 
daB8 die Mikroelektrode, die gewéhnlich auch stumpf ist gegeniiber den 
feinen elastischen diinnen Membranen, diese nur oberflachlich beriihrt 
hat, dagegen aber in den Harn eingetaucht ist, der nach bekannten 
physikalischen Gesetzen der Strémungsstréme sich positivieren miiBte, 
wenn er durch eine negativ sich aufladende Membran durchgepreBt 
wird, Professor Péerfi wird sich bemiihen, durch Kontrollmessungen 
an frisch herauskommenden Blutfiltrattropfen oder auf andere Weise 
die Ladung in der Glomeruluskapsel aufzuklaren. 

In der Membranphysik ist es bisher, wie bekannt, nicht gelungen, 
eine positive Membran fiir wisserige Medien herzustellen. Man miibte 
dazu einen durehlassigen festen Kérper besitzen, der eine héhere Di- 
elektrizitétskonstante hat als Wasser. Man kann Membranen nur 
dadurch voriibergehend positivieren, daB man sie in saure Lésungen 
bringt oder in die Lésung der Salze drei- und mehrwertiger Kationen. 
Das wiirde also fiir die Karczagsche Ansicht der Negativitat 
sprechen. 

Die Frage der Verteilung der elektrischen Potentiale in der lebenden 
Glomeruluskapsel, aus der der erste Harn abliuft, muB also zunichst 
noch unentschieden bleiben. Dagegen ist der Anfang der Kanialchen 
ungemein stark negativ in der Grundsubstanz mit positiven Ein- 
schliissen (Granula.) 

Steigen wir in der Tierreihe hinab zu einfacher gebauten niederen 
Krustern, Wiirmern, Insektenraupen, mit denen wir sehr zahlreiche 
Versuche gemacht haben"), so hat sich als Regel ergeben, daf eine 


1) Diese Zeitschr. 158, 2, 1924. Das Morphologische genauer Zoolog. 
Anz. 62, 258, 1925. 
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sehr groBe Zah] von anodischen (zum positiven Pol wandernden) Farb. 
stoffen sich in den Granulas der Nephridialorgane speichern, die in der 
Grundmasse negativ sind. In dem von uns am genauesten untersuchten 
Tiere, der Daphnie, lassen sich durch Zusatz von Saure mit dem. 
selben Farbstoff Kontrastbilder herstellen, die das Exkretionsorgay 
deutlich in einen negativen und in einen positiven Abschnitt zerlegen, 
zwischen denen die Exkretionsfliissigkeit vor dem Verlassen des Kérpers 
noch einmal unter einer elektrischen Spannung hindurchgefiihrt wird. 
Wenn wir die Exkretionsorgane der Daphnie elektiv von den anderen 
Organen durch Farbung herausheben wollen, so benutzen wir Farb. 
stoffe von feiner Dispersitat, die besonders leicht umladbar sein miissen. 
Mit diesen Farbstoffen kann man an Tieren, deren Nephridien noch 
nicht bekannt sind, diese leicht auffinden und gesondert sichtbar 
machen. Lat man die Tiere sehr lange in einer Farbstofflésung, so 
erscheinen schlieBlich auch andere Farbstoffe, die schwerer umladbar 
sind, in den Nephridien, bei Daphnien gewéhnlich als ,,Schalendriise“ 
bezeichnet. 

Bei der Untersuchung der kleinen Tiere, die sich unter Umstanden 
ungemein schnell und ausgiebig in den Nephridien anfarben, iibrigens 
auch bei der Injektion von Farbstoffen in die Blutbahn von Sauge- 
tieren, fallt es jedem Untersucher auf, welche groBe Mengen von Farb- 
stoffen in kurzer Zeit in den Nieren oder Nephridien abgelagert werden. 
Diese Erscheinung deutet, wenn man sich einmal mit der Tatsache cer 
Kataphorese in der Bidchemie befreundet hat, nicht nur auf eine er- 
hebliche relative Spannung hin, sondern auch auf eine ganz betracht- 
liche Stromstirke. Es erscheint wahrscheinlich, daB in der Niere 
mit einer geeigneten, sehr subtilen Mikrostrommessung. sich ein wirk- 
licher, méglicherweise ziemlich konstanter Strom wird nachweisen 
lassen, nicht bloB elektrostatische Ladungen, wie sie bei anderen Gewebe- 
elementen bisher in den meisten Fallen nachzuweisen sind. Wenn die 
Nieren nicht so kleine, mikroskopische Zellen hatten, die sich mit 
groben Handelektroden kaum fassen lassen, so wire dieses Organ 
langst in die der starksten Stromproduzenten eingereiht worden. Die 
Niere teilt dieses Schicksal mit Pankreasdriise und Leber, die ebenfalls 
starke Siromquellen sind, bisher aber von der Elektrophysiologie voll- 
stindig ignoriert werden und mit dem Epithel des Darms, das an 
Negativitét kaum hinter dem Kanilchenepithel der Niere zuriick- 
treten diirfte, sich farberisch ahnlich verhalt, und das farblose kathodi- 
sche Wasser und Kochsalz ebenso charakteristisch resorbiert wie die 
Tubili contorti der Niere. 


Diese Parallelitét tritt insbesondere in den Versuchen der Hoeber- 
Schule iiber Darmresorption von Salzen auffallig in Erscheinung. Hoeber 
hat in den letzten Veréffentlichungen die Ursachen dieser Erscheinungen 
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wenig mehr beriihrt. In seinem Lehrbuch und in Alteren Publikationen 
schrieb er die Vitalfarbungen in erster Reihe der Lipoidléslichkeit zu, fiir die 
wuch Nierenstein in einer umfassenden Versuchsreihe') und andere Autoren 
sich einsetzen. Die neuen Resultate tiber Kochsalzresorption im Darm und 
in der Niere stehen zu dieser Lipoidtheorie in einem gewissen Gegensatz, da 
Kochsalz ein typisch nichtlipoidléslicher Stoff ist. Wir selber haben dem 
Faktor der Lipoidléslichkeit keine eigenen Versuchsreihen gewidmet, 
sondern nur gelegentlich Vergleiche mit unserem Material durchgesehen. 
Grundsétzlich méchten wir zugeben, da jede Reaktion der Zelle eine 
ganze Reihe von Faktoren beansprucht, von denen die von uns vornehmlich 
untersuchte Ladung und Dispersitaét nur zwei der wichtigsten sind. Wenn 
eine groBe Reihe von bewaéhrten Forschern der ,,Lipoidléslichkeit eine 
so ausschlaggebende Bedeutung beimessen, so muB wohl irgend eine breite 
tatsichliche Grundlage fiir diese Auffassung vorhanden sein. Gegen die 
,.Lipoidléslichkeit‘* haben wir nur zwei Haupteinwande. Erstens gelingt es 
uns bei den typischen nichtlipoidléslichen Sulfoséuren, sie so feindispers zu 
machen und so umzuladen, da8 wir sie wohl in die meisten Zellen hinein- 
bringen, in die wir sie bisher hineinzubringen versucht haben. Man muS 
sie eventuell reduzieren, wodurch sie beinahe molekulardispers und anodisch 
werden. Zweitens scheint uns die Definition der ,,Lipoidléslichkeit™ ein 
wenig schief zu sein. Was heiBt lipoidléslich? Sind Chloroform, Benzol, 
Aceton, Benzin, Methylalkohol, Ather Lipoide? Wodurch unterscheiden 
sich diese Substanzen samt den Fetten und fetten Olen von anderen ? 
Nicht durch den Lipoidcharakter, sondern durch ihre niedrige Dielektrizitats- 
konstante. Dies ist die einzige hypothesenfreie Charakteristik der Stoffe, 
in denen die ,,lipoid“‘léslichen Farben sich lésen. Man miiBte also statt 
,lipoidléslich** hypothesenfrei sagen: léslich in Medien von _ niederer 
Dielektrizitétskonstante} Es steht zu befiirchten, dab, wenn die ungemein 
wertvollen und interessanten Versuche iiber die Permeabilitaét der ,,lipoicd- 
léslichen‘* Kérper auf diese Weise in das Tatsiachliche tibersetzt werden, 
da8 damit zahlreichen Untersuchern die Freude an ihren Resultaten ge- 
nommen werden wird, denn man kann nicht behaupten, daB die Dielektri- 
zitétskonstante sich besonderer Sympathien bei der groBen Mehrheit der 
Physiologen erfreut. Da aber in dieser Arbeit nur der elektrische Faktor 
der Nierenarbeit behandelt wird, so muB bei aller Anerkennung der groben 
Ergebnisse, die die bisherige grundsétzlich nichtelektrische Untersuchung 
der Harnsekretion herausgebracht hat, doch auch von der Dielektrizitats- 
konstante gesprochen werden. Entscheidend fiir die Dielektrizitatskontante 
der Glomerulusmembran, die die Blutbahn von dem Urharn scheidet, 
wird es sein, ob es gelingt, einen Membranquerschnitt dieses diinnen 
Hautchens elektrometrisch oder fiarberisch im lebenden intakten Tie 
sicher zu fassen. Ist die Membran positiv, so haben wir vor uns den einzigen 
bisher unbekannten festen Membranstoff, dessen Dielektrizitaétskonstante 
die des Wassers iiberschreitet, ist sie negativ, so ist die Glomerulusmembran 
nicht anders als andere Membranen. 


Wir wollen nunmehr zusammenfassen, wie sich die elektrochemische 
Mikrostruktur der Fliissigkeitsausscheidungsorgane am _ Beispiel des 
Wirbeltieres bis jetzt darstellt : 


') Pfliigers Arch. 179, 233, 1920 
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Die Niere der Wirbeltiere enthalt, wie die Nephridien der niederey 
Tiere, eine Reihe charakteristischer positiver und negativer Stellen. 


zwischen denen die Harnfliissigkeit ablauft. 

Die Glomerulusmembran _ ultrafiltriert mittels des mechanischey 
Herzdrucks das Blut und ladt sich dabei méglicherweise negativ auf 
Im Gefrierschnitt ist der Glomerulus relativ positiv. 

Das Epithel der gewundenen Kanilchen ist in der Grundmass 
stark negativ mit positiven Granuli. Es resorbiert elektroosmotisch 
Wasser und Kochsalz und sté8t den anodisch wandernden Harnstof{ 
ab. Die Niere weist nicht bloB elektrostatische Ladungen auf, sondery 
vermutlich auch kontinuierliche Stréme. 
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Weitere Untersuchungen 
iiber das Adsorptionsvermégen verschiedener Kohlenpriparate. 


Von 
Iwao Ogawa. 


‘Aus dem biochemischen Institut der Aichi-Medizinischen Universitat, 
Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 10. Mdrz 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text, 


Die Erfahrungen der letzten Jahre haben ergeben, daB das Ad- 
sorptionsvermégen verschiedener Praparate von Kohle, selbst wenn 
sie véllig aschefrei sind, verschieden sein kann. Insbesondere ist 
diejenige Veranderung des Adsorptionsvermégens der Kohle interessant, 
welche durch starkes Erhitzen der Kohle entsteht. Die Eigenschaften 
dieser aktivierten Kohle wurden besonders von Bartell und Miller") 
studiert und konnten in meiner vorangegangenen Mitteilung*) be- 
stitigt werden. Sie zeigten, daB die aktivierte Kohle sich in manchen 
Beziehungen anders verhalt als die friiher von Michaelis und Rona*) 
untersuchte Blutkohle. Es ware aber nicht richtig, diese Unterschiede 
darauf zuriickzufiihren, daB die Blutkohle etwas Asche enthalt; denn 
es soll sogleich gezeigt werden, daB Blutkohle trotz des Aschegehaltes 
nach energischer Hitzeaktivierung dieselben Eigenschaften gewinnt 
wie die aschefreie aktivierte Zuckerkohle nach Miller. Der inter- 
essanteste Unterschied der verschiedenen Kohlenpriparate besteht in 
ihrem Verhalten gegeniiber Siuren und Basen und der damit ver- 
bundenen Fahigkeit, unter Umstanden bei der Adsorption von Neutral- 
salzen eine Hydrolyse zu erzeugen. Michaelis und Rona‘) hatten gezeigt, 
daB Blutkohle in Neutralsalzlésungen wie KCl immer nur équivalente 
Mengen des Kations und des Anions adsorbiert, und daB niemals eine 
Hydrolyse bei der Adsorption auftritt. In Ubereinstimmung hiermit 
steht der Befund dieser Autoren®), daB HCl und NaOH fast genau 


1) Journ. Amer. Chem. Soc. 44, 1866, 1922; 45, 1106, 1923; 46, 1150, 1924. 
2) Diese Zeitschr. 161, 275. 1925. 

8) Ebendaselbst 97, 57 und 85, 1919; 94, 240, 1919. 

*) Ebendaselbst 94, 240, 1919. 

5) Ebendaselbst 97, 85, 1919. 
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gleich stark von der Blutkohle adsorbiert wird. Andererseits zeiyte 
Miller'), daB aktivierte reine Zuckerkohle in Neutralsalzlésungen ein, 
Hydrolyse hervorruft, indem sie HCl adsorbiert und in der Lésung 
NaOH zuriicklaBt. In Ubereinstimmung hiermit fand sich, daB diese 
Kohle HCl, aber so gut wie gar nicht NaOH adsorbiert. Der Befund 
von Miller ist sehr interessant und soll zuniachst in folgendem bestiitigt 
werden. 


1. Adsorption von NaCl durch Zuckerkohle. 


Die Zuckerkohle wurde nach der in der friiheren Mitteilung 2) 
beschriebenen Methode aus reiner Saccharose hergestellt und durch 
méglichst starke Erhitzung aktiviert. Die Adsorptionsversuche wurden 
im wesentlichen in der von Miller*) angegebenen Weise mit leichten 
Modifikationen folgendermaBen ausgefiihrt. Eine abgewogene Menge 
der Kohle, z. B. 0,8g, wurde auf ein in einer Nutsche befindliches 
gehartetes Filter gebracht und 300ccm Wasser portionsweise durch. 
gesaugt. Zwischen den einzelnen Portionen wurde die Kohle auf dem 
Filter mit dem Wasser éfters durchgeriihrt. Das Wasser war in einem 
DestillationsgefaB aus verzinntem Kupfer in eine Flasche aus Jenaer 
Glas destilliert worden. 300 ccm des durchgesaugten Wassers wurden 
mit 5cem n/100 H,SO, und zwei Tropfen einer 0,1 proz. alkoholischen 
Lésung von Phenolrot versetzt, zur Austreibung der Kohlensiure in 
einem Jenaer Glaskolben kurze ‘Zeit gekocht, in Verbindung mit je 
einer Gaswaschflasche mit Lauge und mit Natronkalk abgekiihlt und 
nach dem Erkalten mit n/100 CO,-freier NaOH zuriicktitriert. In 
verschiedenen Versuchen wurden zwischen 4,9 und 5,0 ccm Alkali 
zum Zuriicktitrieren verbraucht. Hiermit ist bewiesen, daB die Kohle 
an das reine Wasser keinerlei siurebindende Substanzen abgibt. Nun- 
mehr wurde durch dieselbe Kohle eine 0,02 n NaCl-Lésung in derselben 
Weise durchgesaugt. Das Auswaschen mit reinem Wasser zwischen 
den einzelnen Portionen der zugefiihrten Salzlésung, welches Miller*) 
empfohlen hatte, wurde unterlassen. 300ccm des Filtrats wurden 
wiederum mit 5,0 bis 10,0 ccm n/100 SO,H, und Phenolrot versetzt, 
ausgekocht und in derselben Weise mit Lauge zuriicktitriert. Dabei 
wurde in allen Versuchen iibereinstimmend weniger Lauge verbraucht. 
Damit ist die Anwesenheit von freiem Alkali in dem Filtrat erwiesen. 
Die gefundene Laugemenge war in den einzelnen Versuchen etwas 
verschieden, besonders bei variierter Kohlenmenge, aber auch bei 
gleicher Kohlenmenge nicht ganz gleich, wie leicht verstandlich ist, 


1) Journ. Amer. Chem. Soc. 46, 1150, 1924. 
2) Diese Zeitschr. 161, 275, 1925. 
3) Journ. Amer. Chem. Soc. 46, 1150, 1924. 
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da auf die Einstellung des Gleichgewichtes die unvermeidlichen Spuren 
Kohlensaure, welche wahrend der Filtration in das Wasser gelangen, 
zweifellos einen EinfluB haben. Die Laugenmenge wurde in verschie- 
denen Versuchen aquivalent 2 bis 6cem n/100 NaOH, gefunden, in 
den beiden protokollierten Versuchen z. B. 3,3 bzw. 4,2 com. Nunmehr 
wurde die benutzte Kohle mehreremals hintereinander je in 300 ccm 
destillierten Wassers in einem Jenaer Glaskolben ausgekocht. Die 
Filtrate wurden durch Kochen von CO, befreit und mit Phenolrot 

Indikator gegen n/100 NaOH titriert. Die ersten drei Filtrate 
erwiesen sich als sauer und enthielten zusammengenommen praktisch 
verade diejenige Siuremenge, welche der vorher gefundenen Laugen- 
menge aquivalent war, in der Regel nur wenige Zehntel Kubikzentimeter 
m wenig. Hiermit ist die hydrolytische Adsorption, welche Miller!) 
beschrieben hatte, bestitigt. 

Die TabellenI und II geben zwei Beispiele der hydrolytischen 
Adsorption von aktivierter Zuckerkohle. Die Tabellen III und IV 
geben im Gegensatz dazu entsprechende Versuche mit ,,normaler“ 
d. h. bei maBiger Temperatur hergestellter und nachtriglich nicht 
noch einmal erhitzter Zuckerkohle. Diese Kohle enthielt weder Asche 
noch gefarbte Substanzen, welche an Ligroin abgegeben werden konnten, 
noch Saure oder Alkali, welches durch kochendes Wasser extrahiert 
werden kénnte. qo diesen Versuchen geht hervor, daB diese Kohle 


Tabelle I. 
Adsorption von NaCl durch aktivierte Zuckerkohle (0,8 g Kohle). 

A. 300 cem destillierten Wassers werden durch die Kohle filtriert. 
Zum Filtrat zugesetzt .. . . . 50cem 0,01n SO,H, 
nach dem Auskochen zum Zuriick- 

titrieren verbrauchtes Alkali . . 5,0 ,, 0,01n NaOH 
Differenz . . . 0,0 ccm 


B. Jetzt werden 300 ccm 0,02 n NaCl durch die Kohle filtriert. Die 
Analyse des Filtrats — 
zugesetzt .... . . « « 10,0cem 0,01 n SO,H, 
nach dem Kochen zuriic icktitriert .. 67 ., 0,0ln NaOH 
Titer des Filtrats 3,3 ccm 
C. Die Kohle wird jetzt fraktioniert mit je 300 ccm destillierten Wassers 
ausgekocht. Die einzelnen Fraktionen waren saver und entsprechen: 
1. Fraktion ........... O,f8cecem 0,01 n NaOH 
13 .. 0,0ln NaOH 
0.5 ., 0,0ln NaOH 
0,2 ,, 0,0ln NaOH 
0,0 ,, 0,0ln NaOH 


Summe.... 2,9cem 0,01n NaOH 


1) Journ. Amer. Chem. Soc. 46, 1150, 1924. 
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Tabelle II. 


Dieselbe Kohlenprobe wird nach Beendigung der in Tabelle I beschriebeney 
Prozeduren nochmals zu einer gleichen Versuchsserie benutzt und ergibt 
fiir den ProzeB A: 


zugesetzt 
zurticktitriert 


zugesetzt 
zuriicktitriert 


Differenz 


fiir den ProzeB 


Titer des Filtrats 


fiir den ProzeB 


5,0cem 0,01 n H,S0O, 
5,1 ,, 0,01n NaOH 


. 0,l ceem 


B: 
5,0cem 0,01 n H,SO, 
0.8 ,, 0,0ln NaOH 


4.2 eem 0,01 n NaO H 


C: 


18cem 0,01 n NaOH 
12 ,, 0,0ln NaOH 
0.8 ,, 0,0ln NaOH 
0,1 ,, 0,0ln NaOH 


3,9cem 0,01 n NaOH 


. Fraktion 


Summe 


Tabelle III. 
Adsorption von NaCl durch normale Zuckerkohle (1,0 g Kohle). 


A. 400 ccm destillierten Wassers werden durch die Kohle filtriert. 


Zun; Filtrat zugesetzt 5,0cem 0,01 n H,SO, 
nach dem Auskochen zum Zuriick- 


titrieren verbrauchtes Alkali . 60 ,, 0,0ln NaOH 


Differenz . 0,0 cem 


B. Jetzt werden 400 ccm 0,02 n NaCl dureh die Kohle filtriert. Die 
Analyse des Filtrats ergab: 
ee eee .10,0cem 0,01 n H,SO, 
nach dem Kochen zuriicktitriert . .12,4 ,, 0,0l1n NaOH 


Titer des Filtrats 2,4ccm 0,01 n SO,H, 


C. Die Kohle wird jetzt fraktioniert mit je 300 ccm destillierten 
Wassers ausgekocht. Zum Filtrat werden je 5,0 cem 0,01 n H, SO, zugesetzt 
und nach dem Auskochen zuriicktitriert. Die einzelnen Fraktionen waren 
alkalisch (d. h. also, sie verbrauchten zum Zuriicktitrieren weniger als 
5,0cem 0,01 n NaOH) und entsprechen: 


1. Fraktion he <r 
2. ae eee ee 
3. ‘ er . ee ee ee 
4. ce ee et rae oe eee 
5. “oe A ee eee ee 
6. ae ee eee 0,01 n SO,H, 
7. ; eee ee, ok 0,01 n SO,H, 


1,7 com 0,01 n SO, H, 


0,0cem 0,01 n SO,H, 
0,01 n SO,H, 
0,01 n SO,H, 
0,01 n SO,H, 
0,01 n SO,H, 


Summe 
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Tabelle IV (2,0g Kohle). 
Dieselbe Kohlenprobe wird nach Beendigung der in Tabelle IIT beschriebenen 
Prozeduren nochmals, nach Zufiigung von noch 1 g Kohile, zu einer gleichen 
Versuchsserie benutzt und ergibt 
fiir den Proze8B A: 
sugesetet .......... =. ~~. 5&0ccem 0,01 n SO,H, 
nach dem Kochen zuriicktitriert . 5,1 ,, 0,01n NaOH 


Differenz .. . 0,1 cem 


fiir den ProzeB B: 
gugesetat ......... =... 50ccm 0,01 n SO,H, 
zuriicktitriert ...... . . 8,7 ,, 0,0ln NaOH 


Titer des Filtrats 3,7 ccm 


Die einzelnen Fraktionen waren alkalisch und entsprechen 


fiir den ProzeB C: 

1. Fraktion .......... . O02ccm 0,01 n SQH, 
2 - tsea dete es ew ST Bee 
3. “ james + « « «5 a oe ee 
4. ee, eee 0,01 n SO,H, 
5 0,3 ,, 0,0ln SO,H, 
6 0,2 0,01 n SO,H, 
7 0,2 ,, 0,01nSO,H, 

0,1 ,, 0,01nSO,H, 

0 ,, 0,0lnSO,H, 


Summe.. . . 2,2cem 0,01 n SO,H, 


sich gerade umgekehrt verhalt, sie erzeugt bei der Adsérption von 
NaCl-Lésung eine saure Reaktion der Lésung, und das adsorbierte 
Alkali kann durch Auskochen mit Wasser aus der Kohle wieder ex- 
trahiert werden. Es ist auffillig, wie schwer dieses Alkali von der 
Kohle wieder abgelést wird. Die Kohle wurde mehreremal hinter- 
einander mit je 300ccm Wasser ausgekocht, und noch nach sieben- 
; maliger Extraktion gingen immer noch Spuren von Alkali in die Lésung. 
Auffallig ist, daB die Menge des extrahierten Alkalis nicht in der ersten 
| Fraktion, sondern in den mittleren Fraktionen am gréBten ist. In 
Anbetracht der Schwierigkeit dieser Extraktion ist es nicht verwunder- 
lich, daB die insgesamt wiedergewonnene Menge Alkali ein wenig hinter 
der erwarteten Menge zuriickblieb. Die von der aktivierten Kohle 
adsorbierte Sdure war leichter extrahierbar, wenn auch hier wiederholte 
| Extraktionen zur vélligen Erschépfung notwendig waren. 


2. Adsorption von NaCl durch Blutkohle. 
Die Mercksche Blutkohle enthielt Spuren von Alkali, welche sich 
\ durch wiederholtes Auskochen mit Wasser vollkommen extrahieren 
| lieBen. Die auf diese Weise gereinigte Kohle gibt weiterhin an Wasser 
) keine Spur Saure oder Alkali ab. Wenn man mit dieser gereinigten 
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Tabelle V. 


Adsorption von NaCl durch ,,normale‘* Mercksche Tierkohle, welche 
vorher zweimal mit Wasser ausgekocht worden ist (2,0g Kohle) 


A. 400 ccm destillierten Wassers werden durch die Kohle filtriert. 


Zum Filtrat zugesetzt .... . . 5,0cem 0,01n SO,H, 
nach dem Auskochen zum Zuriick- 
titrieren verbrauchtes Alkali . . 5,0 ,, 0,0l1n NaOH 
Differenz . . . 0,0 ccm 


B. Jetzt werden 400 ccm 0,02n NaCl durch die Kohle filtriert. Dj; 
Analyse des Filtrats ergab: 
I ice “sic how tari hala sarc 5,0cem 0,01 n SO,H, 
nach dem Kochen zuriicktitriert . . 5,0 ,, 0,01mn NaOH 
Differenz . . . 0,0 cem 
Dieselbe Kohlenprobe wird nach Beendigung der in oben beschrieber: 
Prozeduren nochmals zu einer gleichen Versuchsreihe benutzt und ergibt 
fiir den Proze8 A: 


mugemetst 2. ww wt te tl tll et BMCom O8l 2 F.80, 
surtioktitriert .......... 650 , @0ln NaOH 
Differenz . . . 0,0ecm 


fiir den ProzeB B: 


eupeneeme ww wt ttt lt wt s EM Com O86 wn BBG, 
surGektitriert .......... 49 , @0laNaOH 
Alkaligehalt des Filtrats 0,l ccm 0,01 n NaOH 

\ 


Kohle einen Adsorptionsversuch mit NaCl-Lésung macht, so bleibt 
die Lésung véllig neutral, das Filtrat enthalt weder Saure noch Laug: 
(Tabelle V). Dieser Befund steht also in Ubereinstimmung mit den 
Angaben von Michaelis und Rona‘). Wenn diese Kohle durch starke 
Erhitzung aktiviert wird, verhilt sie sich wie die aktivierte Zucker. 
kohle, d. h. sie adsorbiert NaCl unter hydrolytischer Spaltung, di: 
Lésung wird alkalisch. In der Tabelle VI wird zuniachst gezeigt, wi 
das dieser Kohle anhaftende Alkali durch wiederholte Extraktion mit 
Wasser erschépft wird. Die Kohle wurde jedesmal mit 400 cem Wasse: 
ausgekocht, das Filtrat mit Schwefelsiiure versetzt, durch Kochen 
von CO, befreit und die Schwefelsiure mit NaOH zuriicktitriert 
Die siebte bis neunte Fraktion enthalt kein Alkali mehr. Wurde nw 
diese gereinigte Kohle mit NaCl behandelt, so zeigte das Filtrat wieder 
Alkali, und durch wiederholte Extraktion mit kochendem Wasse! 
wurde ziemlich genau die aquivalente Menge Sdure aus der Kobi 
wieder extrahiert. Bei der sechsten bis siebten Extraktion war der 
Sauregehalt der Kohle erschépft. Ein anderer Versuch in derselber 
Art ist in Tabelle VII dargestellt, welcher mit derselben Kohlenprobe, 


1) Diese Zeitschr. 94, 240, 1919. 
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Tabelle VI. 
Adsorption von NaCl durch aktivierte Mercksche Tierkohle 
k aktiviert, etwa 15 Stunden lang auf Rotglut erhitzt.) (2,0 ¢ Kohle.) 
[. Die Kohle wird wiederholt mit je 400cem destillierten Wassers 
svekocht. Zum Filtrat werden je 5,0 bis 10,0 ccm 0,01 n SO,H, zugesetzt 
nach dem Auskochen zuriicktitriert. Die einzelnen Fraktionen waren 
lisch und entsprechen : 
I se a ee ao a. ee Oe G,lcem 0,0Ln SO,H, 
ae ss ln SO,H, 
12 ., 00ln SO,H, 
O68 15 On SO,H, 
a Oln SO,H, 
0,2 ,, Ln SO,H, 
a Ln SO,H, 
OO .. O1n SO,H, 
0,0 ,, 001n SO,H, 


Summe . . . . l05cem 0,01ln SO,H, 


II. A. 400 cem destillierten Wassers werden jetzt durch dieselbe 
hle filtriert. 
Zum Filtrat zugesetzt ...... 450cem 0,01n SO,H, 
nach dem Auskochen zum Zuriick- 
titrieren verbrauchtes Alkali . . 5,0 ,,) O,0ln NaOH 


Differenz . . . O,0cem 


B. Jetzt werden 400 cem 0,02 n NaCl durch die Kohle filtriert Die 
alyse des Filtrat ergab: 
gugonotet . . . . . - + © « « « « :10,0cem 0,01 n SO,H, 
guriicktitriert ..........- &56 ,, 0,O0ln NaOH 
Titer des Filtrats 4,4ccem 0,01 n NaOH 


C. Die Kohle wird jetzt fraktioniert mit je 400 cem destillierten Wassers 
ausgekocht. Die einzelnen Fraktionen waren saver und entsprechen: 
a a aig) da gi eh a 0.4 cem 0,0ln NaOH 
3. - Sa ee ee ae ee & a Oln NaOH 
3. a oe a ee a i a ee oe ‘ oe 0ln NaOH 
a a 0ln NaOH 
' oe O0ln NaOH 
\ ln NaOH 
' ln NaOH 


Summe... . 3,7cem O0ln NaOH 


nachdem sie véllig extrahiert worden war, angestellt wurde Kin 


weiterer Versuch wurde mit stark aktivierter Kohle aus Naphthalinrup 


angestellt. Im Gegensatz zu unserer friiheren Mitteilung') verhielt 
sich diese Kohle ebenso wie aktivierte Zuckerkohle, sie adsorbierte 


1) Ogawa, |. c. 
Biochemische Zeitschrift Band 172 
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Tabelle VII. Hi 
Dieselbe Kohlenprobe wird nach Beendigung der in Tabelle VI beschriely | 


Prozeduren nochmals zu einer gleichen Versuchsserie benutzt und « 
fiir den Prozeb A: 


sugesotat .......-+.-- « =%50ccem 0,0i n H,S8O, 
suriicktitriert .......... 49, 0,0ln NaOH h 
Differenz . . . O,leem 0,01 n SO,H, : 


fiir den ProzeB B: 
wumesetst . . . . . . 2 2 « © - - :10,0cem 0,01 n H,SO, 
zuriicktitriert .......... 42 ,, #00ln NaOH 
Alkaligehalt des Filtrats 5.8 cem 0,0ln NaOH 


Die einzelnen Fraktionen waren saver und entsprechen 
fiir den ProzeB C: 


1]. Fraktion ........... 0O,cem 0,01 n NaOH la 

2. an ee a ee ee ae ee ee 1S ., O0,0lLn NaOH wit 

3. ss ed wee we ee el ee ee eee wit 
4. ee ioe e we ee ee 2 ee ee See 
5. ~ knew ee a ows BS a. See 

6. re one ee rene. a Se = See Ki 

# 9 a le Se a ec es ee a «= 0,01 n NaOH hiy 

ke « ivésacceds ne OO 5 Wee Da 

Summe ... 4,9cem 0,01ln NaOH , 

m 

Tabelle VIII. Ny 


Adsorption von HCl und NaOH durch stark aktivierte Naphthalinko! 
(6 Stunden lang auf Rotglut erhitzt.) 
1. 0,56g¢ Kohle werden mit 50 cem 0,01 n NaOQH-Lésung kurz geschiitt 
und dann filtriert. 


Zu 25cem des Filtrats werden zu- kii 
DR o's eee * <4 6s cw ~~ Bon CHa Bi Di 
zum  Zuriicktitrieren verbrauchtes Be 
_ « cae & & eee es oe ps ee vo «6 
do 
also 25 cem Filtrat entsprechen . . . 22,6cem 0,01 n HC! R 
Normalitat im Filtrat ..... . 0.00944 N 
adsorbiert (Normalitaét). . . . . . 0.00056 : 
adsorbierte Menge in Prozenten . . 5,6 
i) 


2. 0,5 ¢ Kohle werden mit 50 cem 0.01 n HC!-Lésung kurz geschiittelt 
und dann filtriert: 


end) x, ee a eS ek we oe eee n 
zum Zuriicktitrieren verbrauchtes = 
es oe! F 


5.5 cem 
25cecem vom Filtrat entsprechen 19,5cem 0,01 n NaOH 
Normalitaét im Filtrat . . . . . . 0,00780 
adsorbiert (Normalitiét). . . . . . 0,00220 
adsorbierte Menge in Prozenten . . 22,0 
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Hi sehr merklich, aber NaQH nur in zweifelhaften Spuren 
fabelle VIII). Wahrscheinlich ist das darauf zuriickzufiihren, daf 
Kohle besonders intensiv erhitzt wurde. In der friiheren Mit- 

ing hatte die aktivierte Naphthalinkohle von allen aktivierten 






Kohlenarten ein etwas abweichendes Verhalten, indem sie Lauge 











ker adsorbierte als Saure. In den jetzigen Versuchen verschwand 





ser Unterschied, was wohl auf die noch gréBere Intensitat der Er- 







tzung zuriickzufiihren ist. Es hat somit den Anschein, daB bei wirklich 
ximaler Aktivierung alle Kohlearten schlieBlich die gleichen Eigen- 


haften annehmen, auch wenn sie im Zustande ungeniigender Akti- 







erung sich verschieden verhalten. Auch bei der Adsorption von NaCl 





verhielt sich dieses Praparat wie aktivierte Zuckerkohle, d. h. die 





Losung wurde alkalisch, und die adsorbierte Saure konnte durch 
wiederholte Extraktion mit kochendem Wasser praktisch vollstandig 
wieder erhalten werden (Tabelle IX). 









Die Gesamtresultate sind also folgende: Alle maximal aktivierten 
Kohlenpraparate adsorbieren aus einer Neutralsalzlésung Saure und 
interlassen in der Lésung Alkali. Dies gilt auch fiir die Blutkohle 
Dagegen bleibt eine NaCl-Lésung nach der Adsorption mit dem kauf- 







chen, nur gereinigten Priparat von Blutkohle neutral. Eine bei 






maBiger Temperatur hergestellte Zuckerkohle adsorbiert aus einer 





NaCl-Lésung. umgekehrt, Lauge und hinterlaSt eine saure Lésung. 








Adsorptionskohlen, 





3. Elementaranalyse von 


Bekanntlich besteht keine der 
kiinstlich dargestellten Kohlenarten zu 100 Proz. aus Kohlenstoff 
Die reinsten Anthrazite enthalten nicht tiber 96 Proz. C.  Einige in 
neuerer Zeit aufgefundenen Mineralien enthalten noch mehr, aber 






natiirlich vorkommenden oder 









doch niemals 100 Proz. Der von Jnostranzeff') am Onegasee gefundene 
Schungit ergibt die Elementaranalyse C 98,11 Proz., H 0,43 Proz., 
N 0.438 Proz., Asche 1,09 Proz. 
Luzi*) fand fiir aschefreies Gra phitoit C 98,82 bis 99,02 Proz., 
O 0.88 bis 0.44 Proz., H 0,30 bis 0,54 Proz., N 0. 


Analysen von RuB und anderen kiinstlichen Kohlenarten ergeben 


















n der Regel einen viel geringeren C-Gehalt. Es liegen hieriiber Analysen 
von Glassner und Zuida*) fiir Entfarbungskohle, von Hoffmann und 
Freier*) fiir kolloidléslichen RuB vor. Der Gehalt an Kohlenstoff ist 











') und #) Muspratts ,,Chemie™* 4, 1578. 

3) Ann. d. Chem. 357, 1075; zitiert nach Ullmann, Enzyklopadie d. 
techn. Chem. 7, 83. 

4) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 53 Jahrg., 1920, S. 2076 
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Tahelle 1X. 
Adsorption von NaCl durch stark aktivierte Naphthalinkohle (1,0 ¢ K« ins 


\. 400 cem destillierten Wassers werden durch die Kolhle filtriert 


Zum Filtrat zugesetzt . . 2... . 5,0cem 0,01n SO,H, - 
nach dem Auskochen zum Zuriick- kr! 
titrieren verbrauchtes Alkali . . $9 ., O.OLn NaOH set 
Differenz . . . O,Leem 0,01ln NaOH 
B. Jetzt werden 400 ccm 0,02 n NaCl durch die Kohle filtriert. [Dj wi 
Analyse des Filtrats ergab: m 
zugesetzt ....... +... . *10,0cem 0,01 n SO,H, Ke 
nach dem Kochen zuriicktitriert. . 7,1 .. O.Oln NaOH 


Titer des Filtrats 2,9cem 0,01n NaOH 


C. Die Kolile wird jetzt fraktioniert mit je 300 cem destillierten Wasse: get 
ausgekocht. Die einzelnen Fraktionen waren saucer und entsprechen une 
1. Fraktion . ...... 2... . O,2ecm 0,01 n NaOH Ex 
2. se (sean vvenves SB » Ga reon rel 
. w ia wa ea we ace OE See I 
1 os (er ewecnvnnncen snes GO» GERD wi 

5. on festa evenness Ge SSR 
fi. a ete eeeunnee MB. CR = 
3. “ errs. a be 
Zusammen. . .  2,lcem 0,0ln NaOH = 
en 
Dieselbe Kohlenprob’ wird nach Beendigung der oben beschriebene: nu 
Prozeduren nochmals zu einer gleichen Versuchsserie benutzt und ergibt we 
fiir den ProzeB A: Si, 
meugesetat . . . 1... + + « « © « «5,0ccm 0,01 n SO,H, - 
zurucktitriert 5.0 ., 0,0ln NaOH 
Ditferenz . . . O,0cem 2 
fiir den ProzeB B: we 
gwugesetzt . . .... +... - - :10,0ccem 0,01 n SO,H, da 
zuriicktitriert .......... 5&9 ., 0,0In NaOH ak 
Alkaligehalt des Filtrats 4,1 ccm 0,01 n NaOH st 

fiir den ProzeB C: 

Die einzelnen Fraktionen waren saver und entsprechen su 
1. Fraktion ......+++-+.- O38cem 0,01 n NaOH de 
2. — ij eee eee ea cee BE ae ~- Qe H 
3. a bib eee eae ee ae’ ee: ee See 7 
4. i ee eee ee ee ee | oe ee 
5. - oe ae eee eee Re ce 
6. a eet¢ ob aecen BE. Gee - 
7. e ceria. «ao % > 36 a See - 
5. an oe coca de ae he a i * 


Summe ... 3,7ccem 0,0l1n NaOH 
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yaturlich von dem Grade der Verkohlung abhangig, und es interessieren 
ms naturgema nur die Grenzwerte, denen ein vollig aschefreies 
md vollkommen verkohltes Priaparat zustrebt. Insbesondere driingte 
sich die Frage auf, ob die Aktivierung, welche eine Kohle durch das 
Erhitzen erfahrt, mit einer Anderung ihrer elementaren Zusammen- 
setzung verbunden ist. 

In der Tabelle X sind die Elementaranalysen zusammengestellt, 
welche ich mit einigen Kohlenarten im normalen Zustande (d. h. durch 
moglichst vollstandige Verkohlung bei maBiger Temperatur hergestellte 
Kohlen) und im aktivierten Zustande ausgefiihrt habe. 

Diese Analysen wurden in folgender Weise ausgefiihrt: Eine 
passende Menge der Kohle wurde in ein Verbrennungsschiffehen ein- 
gefiillt und zur méglichsten Entfernung von adsorbiertem Wasserdampf 
und Gasen etwa 5 Minuten lang stark erhitzt, nach dem Erkalten im 
Exsikkator ausgewogen und sofort in das vorbereitete Verbrennungsrohr 
gebracht. Alle unsere Kohlenpriparate erwiesen sich als frei von N. 
Den héchsten C-Gehalt zeigte die Zuckerkohle, 95,2 bis 95,5 Proz., 
wihrend Naphthalinkohle und Paraffinkohle nur gegen 90 Proz. © 
enthielten. Wenn wir das Defizit der Elementaranalyse als Sauerstoff 
betrachten, so ergibt sich, daB in allen Fallen das Verhaltnis von H : O 
wohl innerhalb der Versuchsfchler der Zusammensetzung des Wassers 
entspricht. Es‘ist daher mégli¢h, daB die Kohlé auber dem Kohlenstoff 
nur noch Reste von adsorbiertem Wasserdampf enthielt, die sie vielleicht 
hei der Wagung aufgenommen hat. Jedoch kann man das nicht mit 
Sicherheit feststellen. Das Wichtigste aber ist, da zwischen dem 
normalen und dem aktivierten Priparat derselben Kohlenart nirgends 
ein Unterschied besteht. Die Aktivierung kann somit nicht durch 
einen weiteren Fortschritt der Verkohlung durch die Erhitzung erklart 
werden. Die Verkohlung scheint schon in unseren normalen Praparaten 
das erreichbare Maximum erreicht zu haben, und das Wesen der Hitze- 


aktivierung kann wahrscheinlich nur durch eine Anderung der Fein- 
struktur, aber nicht der chemischen Zusammensetzung erklart werden. 


Dieser Umstand gab die Veranlassung, in Anbetracht der Unter- 
suchungen von Debye und Scherrer’) iiber die kristallinische Struktur 
der Kohle die kristallographische Réntgenanalyse zur Erklarung der 
Hitzeaktivierung zu Rate zu ziehen. Herr Prof. Asahara in Tokio 
hatte die Freundlichkeit, mir seine Erfahrungen in Réntgenaufnahmen 
von Kohle zur Verfiigung zu stellen und eine Reihe von Aufnahmen 
mit den von mir hergestellten Kohlenproben zu machen, und zwar 
mit denselben Kohlenarten, die ich fiir die Elementaranalyse benutzt 


') Debye und Scherrer, Physik. Zeitschr. 17, 277, 1916. 
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Tabelle X. 
Klementaranalyse von Adsorptionskohlen. 
1. Normale Zuckerkohle: : 
a) Kohle 0.3000 ) C 95.2 Proz. . 
CO, 1,0470 | H 0,7 
HO 0.0195 J O 4,1 
b) Kohle 0.3275 Cc 95,3 Proz. 
CO, 1.1425 >} H 0.7 
HO 0.0195 J} O 1.0) 
2. Aktivierte Zuckerkohle: 
a) Kohle O,2885 _ 95,4 Proz. 
CO, 1,0090 > H Q5 
H,O 0,0129 } O 4,1 
b) Kohle 0.3015) C 95,5 Proz. 
CoO, 1.0555 H 0.5 
HO 0.0126) O 4,1 
3. Naphthalinkohle: 
a) Kolhile 0.1494 ) © 90,9 Proz. 
CO, 0,3165 > H 1,3 
H,O = 0,0180) O 7,8 
b) Kohte 0.1260 ) C 90.7 Proz. 
CO, 0.4180 H 1,4 
H,O 0.0156) O 7,9 
4. Aktivierte Naphthalinkohle: 
Kohle 0.0940 ) © 91,8 Proz. 
CoO, O.3165 H 0.8 
H,O 0.0070 ) O 7,4 ose 
5. Normale Paraffinkohle: Pu 
a) Kohle 0.1350 ) © 90,0 Proz. re 
CO, 0.4450 ' H 1,2 on 
H,O 0.0140 oO 8.8 ~ 
b) Kohtle 0.1590 Co 89,7 Proz. ” 
CO, 0,5230 > H 1,1 pa 
H.O 0.0162 ) O a 
6. Aktivierte Paraffinkohle: 
Kohle 0.0728 o 90,0 Proz. I, 
CO, 0,2397 , H ee ‘, 
H,O 0,0070 J) O SS « 
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im normalen und im aktivierten Zustande, nach der von ihm 
r!) beschriebenen Methode gema dem Prinzip von Debye und 
Scherrer. Bei keinem dieser Kohlenpraparate zeigten sich scharfe 


rferenzringe, wahrend ein gleichzeitig aufgenommener ,,Acheson- 





Abb. 1, Normale Zuckerkohle Abb. 2. Hitze-aktivierte Zuckerkohle 





Abb. 3. Achesongraphit 


graphit“‘ deutliche Interferenzringe wie in der zitierten  friiheren 
Publikation von Asahara?) zeigte. Eine Verdeutlichung der Kristall- 
struktur infolge der Aktivierung ist somit auf diese Weise bei keinem 
der kiinstlich hergestellten Kohlenpraparate zu erkennen, wahrscheinlich 
weil die Einzelkristalle selbst fiir das Réntgenverfahren zu klein sind 
Dieses Verfahren trigt somit zur Aufklarung der Hitzeaktivierung 
nichts bei, auBer daB es lehrt, daB die Aktivierung nicht mit einer 
wesentlichen Vergréberung der kristallinischen Struktur verbunden ist 


1) Scientific Papers of the Institute of Physic . and Chem. Researcl > 
1, 23 bis 30, Tokyo 1922. Japan. Journ. of Chem. 1, 36, 1922 

“) Scientific Papers of the Institute of Physic and Chem. Researc! 
1, 23 bis 30, 1922 














Zur Frage der experimentellen Calcarimie. 


Von 
A. A. Sehmidt und G. D. Obrastzow. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium und der chirurgische: 
Fakultatsklinik an der Militar-Medizinischen Akademie zu Leningrad 


(Eingegangen am 17. Mdrz 1926.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Beim Studium der chemischen Zusammensetzung sei es ein- ode 
vielzelliger organisierter Wesen begegnen wir stets der Tatsache, da| 
neben Kohlehydraten, Fetten und Eiweibstoffen eine bestimmt 
Quantitit mineralischer Bestandteile vorliegt. Dieser mineralisch 
Bestandteil spielt, wenn er auch quantitativ dem organischen weit 
nachsteht, im Lebensproze des lebenden Protoplasmas eine iiber- 
aus grobe, wenn vielleicht nicht die ausschlaggebende Rolle. Nur 
mittels der Elektrolyte kann das Protoplasma diese oder jene dyna 
mischen Vorgiinge durch ihre organischen Verbindungen zustand 
bringen. 

Unter den Elektrolyten des tierischen Organismus nimmt das Caleiun 
nicht die letzte Stelle ein. Das Calcium ist der Bestandteil, welcher seit 
langem die Aufmerksamkeit sowohl der Physiologen als auch der Pathologe: 
auf sich zieht. Wenn man friiher beim Studium des Kalkstoffwechsels 
das Augenmerk hauptséchlich auf die mikroskopische und chemische 
Zusammensetzung der Knochen lenkte und der Meinung war, dal das 
Calcium im tierischen Organismus nur fiir die Bildung der Knochen und 
Zihne Verwendung finde, ist man jetzt zu der Ansicht gekommen, dat 
Calcium in dem Organismus nicht allein fiir den Knochenaufbau, sondern 
auch fiir jedes andere Gewebe notwendig ist, da es keine Zelle gibt, welcl« 
nicht eine gréBere oder geringere Quantitaét Calcium enthielte. Die einzige 
Ausnahme in dieser Hinsicht bilden die roten Blutzellen, die nach den 
Untersuchungen von Rona und Takahashi (1), Jansen (2), Kramer 
Tisdale (3) kein Calcium enthalten sollen. 

Fiir das Leben und die Funktion der Zellenkerne ist eine bestimmt: 


Calciummenge notwendig. Die Einfiihrung von Calcium stimuliert dv 
Lebensprozesse sowohl bei Pflanzen als auch bei Tieren. Wir fiihren einix’ 
Beispiele aus den Untersuchungen verschiedener Physiologen an. 


hbeobachtete z. B. Stohmann beim Studium der Wirkung des Calciums 
auf die Maiskultur, dab es geniige, eine gewisse Quantitaét salpetersaw 
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Calcitums zum Boden, welcher dasselbe nicht enthalt, hinzuzufiigen, um 
m Laufe von § Stunden griine Triebe zu erhalten, waihrend auf demselben 
Boden, welcher von demselben frei ist, ebensolche Triebe nur nach dem 
Verlauf einiger Wochen entsprossen. Ringer (4) stellte fest, daB Calcium 
fur die normale Herztatigkeit unumganglich notwendig ist. Léb zeigte beim 
Studium der Wirkung der Einwirkung der Calciumsalze auf die niederen 
Seetiere, daB das Nervensystem derselben nur bei einem bestimmten Gehalt 
un Ca” funktioniert. Weiter sind die Arbeiten von Hamburger (5) und 
Kolzow (5) zu vermerken, welche festgestellt haben, da®B Calciumionen die 
Phagocytose begiinstigen. Nach den Untersuchungen von Rona und Bien (6) 
aktivieren die Calciumionen das Trypsinzymogen. Fiir die normale Arbeit 
ler Leber und der Niere ist Calcium auch notwendig. So gestaltet nach 
jen Untersuchungen von Hamburger und Brinkmann (7) der mangelhafte 
Calciumgehalt in der die Niere nahrenden Fliissigkeit dieselbe fiir Glucose 
permeabel. Endlich sind von groBem Interesse die Versuche von Emmerich 
ind Léb (8) an Méusen, Meerschweinchen und Kaninchen, aus welchen 
hervorgeht, wie groB die Rolle ist, welche das Calcium in den Vermehrungs- 
prozessen spielt. Auf Grund ihrer Versuche haben die Autoren bewiesen, 
ja8 Calciumeinfiihrung die Fruchtbarkeit steigert, dabei ist die Zahl der 
Jungen im Durchschnitt um 65 Proz. gréBer als in den Kontrollversuchen. 

Nachdem wir im allgemeinen die Rolle, welche das Calcium in der 
Physiologie der Zellen und Gewebe spielt, beriilhrt, miissen wir in kurzen 
Ziigen jene quantitativen Verhaltnisse betrachten, in welchen das Calcium 
im Tierorganismus vorkommt. Die Hauptmasse des Calciums befindet 
sich, wie das seither bekannt ist, in den Knochen. Nach den Untersuchungen 
von Grassmann (9) befindet sich Calcium im Knochen in Form eines Komplex- 
salzes der Kohlen- und Phosphorsatre : 


OPO, . Ca 


Ca > ca} CO, + ©H,0, 
OPO, Ca/, 


Dieses Salz befindet sich in einer mehr oder minder konstanten Ver- 
bindung mit den Eiweifstoffen. Den Knochen darf man nach modernen 
Beobachtungen in keiner Weise in physiologisch chemischer Hinsicht 
als einen passiven chemischen Kérper betrachten, dessen Hauptbedeutung 
darin liege, dem Organismus eine bestimmte Form und Stabilitaét zu ver- 
leihen. Der Knochen ist ein lebendes Organ, das nicht nur seinen eigenen 
Stoffwechsel besitzt, sondern auch unter dem EinfluB betreffender Momente 
einen pragnanten Einflu8 auf den Calciumstoffwechsel auch anderer Organe 
ausiiben kann. 

Was den Gehalt an Calcium in verschiedenen Organen anbelangt, 
so liegen hier Schwankungen von 6 bis 33 mg-Proz. vor. An erster Stelle 
nach dem Reichtum an Calcium steht die Schilddriise, an letzter die Leber 
und das Muskelgewebe. 

Kin viel gréBeres Interesse bietet insbesondere fiir die vorliegende 
Mitteilung die Calciumquantitaét im Blute. Wie schon ober erwalint, sind 
die roten Blutkérperchen von Calcium frei; somit ist das im Blute befindliche 
Calcium zwischen den Leucocyten und dem Plasma verteilt. 

Da aber in quantitativer Hinsicht die ersten nur einen &uBerst un 
hedeutenden Teil des Gesamtblutes vorsteilen, so miissen wir beim Studium 
des Calciumniveaus nur seine Héhe im Plasma oder richtiger im Serum 
beriicksichtigen, da, wie das aus der Arbeit von Csapo und Faubl (10) 


* 
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bekannt ist, die auf das Fibrin entfallende Caleiummenge nur etwa 0,4 Proz 
des gesamten im Plasma enthaltenen Calciums betragt. 

Nach den Untersuchungen von Rona und Takahashi (1) besteht «a. 
im Blute befindliche Calcium aus drei Komponenten: 1. aus freien Calcium. 
ionen, 2. aus nicht dissoziierten Calciumsalzen und 3. aus dem mit ce: 
PlasmaeiweiBstoffen verbundenen Calcium. Auf das ionisierte Calciuy 
entfallen etwa 30 Proz. des Gesamtcalciums im Plasma. Die Quantiti: 
des letzteren wird nach der von Rona und Takahashi vorgeschlagenen Forme! 
bestimmt : 


Catt K- = 
HCO;. HPO; 

Aus dieser Forme! folgt, daB die Caleciumionen dem H* direkt uni 
umgekehrt proportional den HCO,~ und HPO, sind. Sowohl in physi 
logischer als auch in pathologischer Hinsicht stellt der ionisierte Calciumtei 
das gréBte Interesse vor, aber leider ist unsere moderne physiologisc! 
chemische Methodik in dieser Beziehung nicht hinreichend ausgearbeitet 
und bestimmt man das Calcium im Blute, so miissen wir uns mit der bh: 
stimmung des gesamten Calciums begniigen. 

Die Grenzen der Schwankungen des Calciums im Blute sind im Blute 
normaler Tiere éauBerst klein, so daB das Calciumniveau fiir die betreffenc 
Tierart eine mehr oder minder konstante GréBe vorstellt. So mu mar 
fiir den Menschen die normale Calciummenge im Serum von 9 bis 11 mg-Proz 
rechnen (Jansen, Richter-Quittner und eigene Beobachtungen). Fiir de: 
Hund, das Schaf und die Katze schwankt das Niveau ungefahr in dense|ben 
Grenzen (eigene Beobachtungen). Fiir Kaninchen steht das Niveau etwas 
héher und schwankt zwischen 11 bis 13 mg-Proz. Niveauschwankunyge: 
in den Grenzen von 1 mg-Proz* miissen wir fiir den normalen Organismu- 
als véllig zulassig ‘ansehen. 


Das normale Calciumniveau wird vom Organismus duerst streng 
gewahrt, und selbst solche Momente, wie Speiseaufnahme und Zufuly 
von Calciumsalzen per os (bis 6g auf einmal), kénnen die Calciummenge 
nicht verandern [Loew, Jakobowitz, Clark (11)]. Nur bei intravendse: 
Zinverleibung léslicher Calciumsalze gelingt es, den Caleiumgehalt im Blute 
zu steigern, aber diese Steigerung halt sehr kurze Zeit an, und alles kehrt 
nach 10 bis 20 Minuten nach der Einfiihrung wieder zur Norm zuriick 
[Heubner-Rona, Clark, Tillett (11)]. Somit wird das Calcium ebenso wir 
die iibrigen Blutbestandteile vom Organismus aufs strengste reguliert. 

Um in diese Regulation nahere Einsicht zu gewinnen, wird es von 
Nutzen sein, in Kiirze die Konstanz des Blutzuckers zu beriihren und un- 
mit dem von Pollak (12) vorgeschlagenen Schema bekannt zu machen: 


Leber — Blut —» Gewebe 


Nieren 


In diesem Schema finden wir das versorgende Organ (Leber), «las 
konsumierende (Gewebe, hauptsachlich die Muskeln) und endlich das au- 
dem Blute die iiberm&Bige Zuckermenge ausfiihrende Organ (Nieren) 
Alle vier Organe, das Blut mit eingeschlossen, arbeiten unter standige! 
Kontrolle des Zuckerzentrums, das imstande ist, mittels des vegetative! 
Nervensystems und der Driisen innerer Sekretion das normale Zucker 
niveau im Blute zu wahren. 
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Heteny? (13), der an das Studium des sehr wenig in Angriff genommenen 
Regulationsmechanismus des Caleciumniveaus getreten ist, schligt ein 


ywaloges Schema vor: 


Knochensystem — Blut — CGewebe (?) 
(und andere ‘a 
Organe?) Nieren Dickdarm 


Als das versorgende Organ stellt sich in diesem Schema das Knochen- 
gewebe vor. Als konsumierendes Organ erweisen sich wiederum, wie im 
Schema von Pollak, die Gewebe. Aber als konsumierendes Organ im eigenen 
Sinne des Wortes, wie das im Falle des Zuckers ist, welcher in den Geweben 
n Koblensaure und Wasser verbrannt wird, kénnen die Gewebe nicht 
hetrachtet werden, da das Calcium in ihnen nicht zerstért wird, das einzige, 
was mit ihm geschehen kann es verandert seinen Zustand, indem es 
aus dem Tonenzustand z. B. in den nicht dissoziierten oder in den mit 
len EiweiBstoffen verbundenen Zustand oder umgekehrt iibertritt. 

Das Calcium besitzt bestimmte Ausscheidungsorgane. Das sind die 
Nieren und die Dickdarmschleimhaut. Dabei werden durch die Nieren 
5 bis 10 Proz. des gesamten aus dem Organismus in 24 Stunden aus- 
geschiedenen Calciums ausgefiihrt. die iibrigen 90 bis 95 Proz. werden durch 
den Dickdarm ausgeschieden. In der Physiologie und Pathologie finden 
wir eine Reihe von Momenten, welche die Nierenausscheidung des Calciums 
steigern, so z. B. die chemische Zusammensetzung der Nahrung, Acidose, 
verschiedene Dickdarmerkrankungen, Phosphaturie, Oxalurie usw. 

Wir erachten es fiir notwendig, noch eine Arbeit von Heteny/ (14) 
anzufiihren, welcher intravenés eine bestimmte Calciummenge einfiihrte 
und im Laufe von 3 Stunden seine vom Organisms ausgefiihrte Menge 
hestimmte. Dabei erwies es sich, daB der Organismus wahrend 3 Stunden 
schon etwa 50 Proz. des eingefiihrten Calciums auszufiihren imstande 
war, dabei entfiel die Hauptmenge desselben auf die Schleimhaut des 
Dickdarms. Die iibrigen 50 Proz. speicherte der Organismus irgendwo 
auf, denn im Blute beobachtete man keine Steigerung des Calciums. Hetenyi 
halt auf Grund chemischer Analysen der Knochen vor und nach der Calcium. 
einverleibung fiir den Hauptort der Speicherung des Uherschusses an 
Calcium im Blute das Knochengewebe. 

Wenn man im Falle der Zuckerregulation mit Gewibheit von einem 
zuckerregulierenden Zentrum spricht, so darf man beim Studium der 
Regulation des Calciumniveaus nur eine Annahme in dieser Hinsicht aus- 
sprechen. Aber mit gréBerer oder kleinerer GewiGBheit ist schon erwiesen, 
daB das vegetative Nervensystem und die endokrinen Driisen in der Re- 
culation des Calciumniveaus eine sehr groBe Rolle spielen. 

Durch die Arbeiten von Kraus, Zondek, Arnoldi und Wollheim (15) 
kann der vorhandene Zusammenhang zwischen der Elektrolytenmenge im 
Blute und dem Zustande des vegetativen Nervensystems als erwiesen gelten. 
Dabei fiihrt die Reizung des sympathischen Systems zur Abnahme des 
Caleiums und die Reizung des parasympathischen zur Abnahme des Kaliums. 
Andererseits liegen Hinweise vor, daB die Anwendung des Calciums die 
Wirkung des Sympathicus, und des Kaliums die des Vagus ersetzen kann. 
Zondek sagt sogar aus, daB der Antagonismus des sympathischen und 
parasympathischen Systems in dem Antagonismus des Calciums zum 
Kalium zu suchen sei. 

Was die Wirkung des Einflusses endokriner Driisen auf das Calcium- 
niveau betrifft, so haben wir Arbeiten von Leicher (16) und Ledes (17), 
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welche diese Frage beleuchten. Ein besonderes Interesse stellt die A, 
des letzteren Autors vor. Leites entfernte bei Tieren die Glandula thy) 
und parathyreoidea und erhielt eine deutliche Herabsetzung des Caleitiys 
im Blute. Wenn er aber die Thyreoidea, die Hoden und Ovarien entfernt 
30 beobachtete er eine prignant ausgedriickte Hypercalcaramie, da}, 
vergréBerte sich die Calciummenge nach dem operativen Eingriff im Du: 
schnitt um etwa 20 Proz. 

In der Aufzihlung der Momente, welche die Calciummenge im B 
beeinflussen, sind von groBem Interesse die Beobachtungen von Glaser (|s 
Glaser bestimmte bei Hysterikern die Caleciummenge im Blute vor de 
Hypnose und wahrend der Hypnose; dabei gelang es ihm, im letzten Fal); 
das Calciumniveau entweder zu steigern oder zu senken in den Grenze) 
von + 20 Proz. Bei beruhigender Hypnose beobachtete er eine Senkung 
und bei erregender eine entsprechende Steigerung des Calciumniveaus 
In einigen Fallen der Hypnose senkte sich das Calciumniveau his 
2,19 mg-Proz., d. h. es kam eine Senkung um 80 Proz. gegen die Norn 
zustande. Wenn bei weiteren Untersuchungen die Beobachtungen vo 
Glaser sich bestaétigen, so wird man die Frage nach dem Vorhandensei: 
des Calciumzentrums als im positiven Sinne gelést betrachten kénne1 

Konkretisieren wir alles iiber die Verainderungen des Calcium 
niveaus Gesagte, so kommen wir zu folgenden Schliissen: 1. Dure! 
Einverleibung der Calciumsalze per os oder intravenés gelingt es nicht 
cine dauernde Steigerung des Calciums im Blute zu erzeugen. 2. Quant 
tative Verainderungen im Calciumgehalt erhalt man nur bei der A) 
wendung von reizenden Mcmenten an das vegetative oder zentra\ 
Nertensystem. Und endlich 3. man beobachtet verhaltnismabig 
prignante und langdauernde Verinderungen des Calciumniveaus |» 
der Entfernung verschiedener Driisen innerer Sekretion. 

Anfang 1925 schlug Prof. W. A. Oppel vor, fiir die kiinstliche E: 
zeugung eines Calciumdepots im kranken Organismus unter die Haut 
ein Knochenstiick zu transplantieren. Um den Effekt zu verstirken 
wurde mit dem Knochen auch die Glandula paratyreoidea vom Rind 
transplantiert. Dr. Belgorodski (20) studierte das Calciumniveau be 
tuberkulésen Kranken und beobachtete eine Steigerung desselbe: 
nach der Knochentransplantation. 

Die aufgestellte Frage hat nicht nur eine bestimmte praktiscli 
Bedeutung, sondern sie stellt selbstverstandlich auch ein groBes Interess 
in theoretischer Hinsicht vor. Daher schlug uns der hochverehrte Herr 
Prof. W. A. Oppel vor, den Einflu® des transplantierten Knochens auf 
den tierischen Organismus zu studieren. 

Die vorliegende Mitteilung ist als eine vorlaufige zu betrachten 
denn sie beriihrt nur die Frage iiber die Wechselbeziehungen zwischen 
dem in den Organismus eingefiihrten Knochen und dem Calciumnivea. 
des Blutes. 

Zum Versuch sind am 20. Juli 1925 12 Kaninchen ungefahr von gieichen 
Gewicht und Alter verwendet. Im Laufe eines Monats sind an den Kaninche 
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lremal (mit zehntagigen Zwischenraiumen) Blutuntersuchungen in bezug aut 
lessen Calciumgehalt angestellt. Das Blut (Serum) wurde nach der Mikro- 
methode von de Waard (21) untersucht. Am 24. August ist an den Kaninchen 
lie Operation ausgefiilirt. Zwei von ihnen dienten fiir Kontrollunter- 
suchungen, den tibrigen zehn wurden homo- und heteroplastisch unter 
{thernarkose und unter Einhaltung aller aseptischen Kautelen Knochen- 
stiickchen in das Unterhautzellgewebe des Bauches transplantiert. Die 
Knochen sind durch Praparieren in aseptischen Bedingungen vom Kaninchen 
ind von der Katze nach deren Tode durch Narkose gewonnen. Fiir die 
[Transplantation wurden die Femoral- und beim Kaninchen auch die Tibial- 
knochen genommen; die Knochen wurden vom Periost gereinigt, lings 
gespaltet und ihre Abschnitte, etwa 2 bis 3cm lang, wurden, wie gesagt, 
in das Unterhautzellgewebe des Bauches transplantiert. Dabei wurck 
jedesmal im Unterhautzellgewebe eine groBe ,,Tasche* zustande gebracht, 
lamit der Knochen nicht die Linie des Hautschnittes beriihre. Auf diese 
Weise sind fiinf Kaninchen Kaninchenknochen transplantiert (lhomo- 
plastische Serie) und fiinf Kaninchen Katzenknochen eingepflanzt (hetero 
plastische Serie). Zwei Kontrolltieren sind Hautschnitte mit Bildung von 
.Taschen*“* im Unterhautzellgewebe und nachfolgendem Zunadhen der 
Hautschnitte ausgefiilrt. 


Bei nachoperative: Beobachtung der Kaninchen konnte man sich 
lavon tiberzeugen, daB um die transplantierten Knochen kein Infiltrat 
vorliegt und daB sie sich frei unter der Haut verlagern lassen. Erst am 
zehnten Tage nach der Transplantation wurde eine gewisse Fixation des 
Transplantats an die Bauchmuskeln wahrnelimbar, dabei war die Haut iiber 
len verpflanzten Knochen an dieselben nicht angewachsen und vollkommen 
frei beweglich. Diese Fixation an die Muskeln der vorderen Bauchwan: 


st etwa zum 20. Tage nach der Transplantation deutlich ausgepragt. 
Im weiteren entdeckte die Palpation keine besonderen Veranderungen 
an der Stelle des Transplantats, und 4 Monate spiter blieb die Haut iiber 
den transplantierten Knochen beweglich. 

Am 20. Dezember, d. h. 4 Monate nach der Transplantation, fiilrte 
man an den Kaninchen unter Wahrung derselben Kautelen binsichtlich 
der Narkose und Asepsis, wie bei der ersten Operation, die Entfernung 
der transplantierten Knochen aus. Das dabei erzielte Bild war das folgende: 
Die transplantierten Knochen sind in eine bindegewebige Kapsel einge- 
schlossen, welche von einem stark injizierten Netze von in die Kapsel 
eindringender GefaBe umgeben ist. Irgendwelche Spuren der Resorption 
der transplantierten Knochen gelang es makroskopisch nicht wahrzunehmen. 
Der letzte Umstand sagt natiirlich nichts iiber die chemische Zusammen- 
setzung des Transplantats aus, insbesondere iiber die Calciummenge in 
demselben. Die quantitativen Verainderungen des Calciums im Trans- 
plantat, sowohl im hetero- als auch im homoplastischen, haben uns bei 
der vorliegenden Untersuchung nicht interessiert, und sie miissen den 
Gegenstand einer besonderen Studie abgeben. 

Was den Allgemeinzustand der operierten Kaninchen anbelangt, so 
lassen sich gar keine Abweichungen von der Norm vermerken. Zum 
Schlu8 der Beobachtung sind Anfang des vierten Monats nach der Operation 
zwei Kaninchen aus der homoplastischen Serie an einer zufalligen Ursache 
zugrunde gegangen. 

Gehen wir nun zur Betrachtung der Calciumschwankungen im Blute 
liber, die nach der Operation statthatten. Das Blut wurde im Laufe des 
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ersten Monats auf den 4., 10., 20. und 30. Tag nach der Operation unite, 


sucht. Im Laufe der letzten 3 Monate wurde das Blut nur viermal unter. 


sucht, da die erhaltenen Resultate sich wenig von den Ergebnissen «| 
ersten Monats unterschieden. 

Betrachten wir die durchschnittliche arithmetische Kurve der Calciy) 
schwankungen bei Kontrolltieren (Serie I, Kontrolltiere, Abb. 1), so selye) 
wir, daB der operative Eingriff auf das Calciumniveau im Blute keine: 
KinfluB gehabt hat: vor der Operation war das durchschnittliche Cak 
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’ | und noch der Operat 





Abb. 3 


niveau im Laufe des Monats 11,9 mg-Proz., und nach der Operation blic! 
das Niveau im Laufe von 4 Monaten 11,9 mg-Proz. Eine vdélligere K 
inzidenz 1l4Bt sich gar nicht mehr wiinschen. 

Wenden wir uns der zweiten Serie, der heteroplastischen, zu (Abb. 2 
welche zum Transplantat den Katzenknochen einverleibt erhielt, so gelingt 
es, bei aufmerksamer Betrachtung des mittleren arithmetischen Niveaus 
des Calciums eine gewisse Steigerung des letzteren im Blute zu bemerke: 
so war z. B. vor der Operation das Niveau 12,2 mg-Proz., und nach det 
Transpiantation steigerte es sich bis 12,7 mg-Proz.; freilich betragt «dir 
Steigerung im ganzen nur 0,5 mg-Proz., aber da diese Steigerung <: 
mittleren Durchschnitt von fiinf Kaninchen ausmacht und im Laufe \ 





31, Monaten anhalt, so nehmen 
wir uns die Freiheit zu meinen, 
a3 die heteroplastische Serie 
m ganzen nach der Trans- 
plantation des Katzenknochens 
eine Steigerung des Calciums 
im Blute um 4 Proz. ergibt. Bei 
ler Betrachtung der einzelnen 
Kaninchen (vgl. Tabelle I) haben 
wir folgendes Bild: ein Kanin- 
hen gab (Nr. 5) in demselben 
34, monatigen Zeitraum eine 
Senkung des Calciumniveaus 
im 2.5 Proz., zwei Kaninchen 
Nr. 2 und 3) gaben eine Stei- 
yerung um 4 Proz., ein Kanin- 
hen (Nr. 4) eine Steigerung 
um 8 Proz. und endlich das 
letzte Kaninchen (Nr. 1) eine 
Steigerung um 9 Proz. Somit 
vaben mit Ausnahme eines 
lieres die iibrigen vier eine 
leutliche Zunahme des Calciums 
m Blute. 


noch, die 


Es_ eriibrigt 
lritte, die homoplastische Serie 
Abb. 3) zu betrachten, der der 


Kaninchenknochen  transplan- 
tiert wurde. Die dargestellte 
Kurve weist deutlich das posi- 
tive Ergebnis der Transplan- 
Wenn vor der 
Operation das Calciumniveau 
auf der Héhe von 11,9 mg-Proz. 
war, so betragt es nach der 
Operation 13,0 mg-Proz., was 
einer Steigerung um 9 Proz. 
entspricht. Betrachten wir 
jedes Kaninchen einzeln, so 
haben wir: zwei Kaninchen 
Nr. 7 und 11) geben einen Zu- 
wachs um 5 Proz., eins (Nr. 9) 
um 9 Proz., noch eins (Nr. 10) 
um 10,5 Proz. und endlich das 
letzte (Nr. 8) um 17 Proz. Wir 
sind der Ansicht, daB nach 
dem dargestellten keine Zweifel 
liber den positiven Effekt der 
Transplantation bestehen. 


tation auf. 


Am 20. Dezember sind nach 
lem Verlauf von 4 Monaten 
nach der Transplantation die 
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Knochen exstirpiert. Hat nun dieser Eingriff das Caleciumniveau bee) 
fluBt? Es scheint das nicht der Fall zu sein, wenigstens verringerte sj 
10 Tage nach der Knochenexstirpation die Caleitummenge im Blute nich: 
sondern verblieb auf der friiheren Héhe. 


} 


Welches ist der Mechanismus der Einwirkung des Transplantats ay; 
die Steigerung des Calciums im Blute? Die erste und einfachste Erklirung 
die hier einfallt, ist die folgende: Unter die Haut wird ein an Calciun 
sehr reiches Gewebe transplantiert. Der empfangende Organismus svcl)t 
sich vom Fremdkérper zu befreien und resorbiert denselben. Dabei befreit 
sich ein bestimmter Teil des Calciums, welcher nun zu einer gewisse 
Steigerung desselben im Blute fiihrt. Uns véllig dieser Erklairung an. 
schlieBen kénnen wir nicht, da uns eine Tatsache fehlt. Das ist namic, 
die Abnahme der Calciummenge im Transplantat. Wenn man zulifi 
daB das Transplantat allein das Calciumniveau im Blute steigere, so miift 
man erwarten, da8 nach seiner Entfernung das Calciumniveau sich bis 
zur anfanglichen Grenze senken wiirde. Aber tatséchlich beobachten wir 
das nicht. 

Uns scheint es, daB die Verhialtnisse hier etwas anders liegen. Wa 
stellt der Knochen vor? Es ist eine komplizierte chemische Verbindung 
der EiweiBstoffe mit Calciumsalzen der Kohlen- und Phosphorséure. [ 
der Transplantation muB8 der empfangende Organismus, ehe er den Knoche 
zerstért, bestimmte Bedingungen schaffen, welche die Resorption de. 
transplantierten Gewebes bedingen. Diese Bedingungen bestehen alle: 
Wahrscheinlichkeit nach in Verainderungen des physikalisch-chemische 
Bestandes des Blutes, und als solche wirken sie nicht nur auf das Knochie 
gewebe des Transplantats, sondern auch, und vielleicht in erster Lini 
auf das eigene Knochengewebe. Dabei mobilisieren sie mittels eines kon 
plizierten, nervés-endokrinen Apparates das Calcium, welches in das Blut 
ausgewaschen wird. Bei der Homoplastik kommt die entsprechende aktiv: 
Reaktion leichter zustande als bei der Heteroplastik, durch diesen Umstan 
sind wir geneigt, die gréBere Steigerung des Calciums im Blute im ersten 
Falle als im zweiten zu erklaren. 


Nach der Entfernung des Transplantats versclwinden die geschaffener 
Bedingungen nicht sofort, sondern bestehen fort und mobilisieren das 
Calcium aus dem Knochengewebe. Hieraus folgt der  gesteigert: 
Caleciumgehalt im Blute auch nach der Entfernung der tran 
plantierten Knochen: 


SchluBlolgerungen. 


1. Bei experimenteller Transplantation des Knochengewebes ver- 
andert sich das Calciumniveau im Blute des Empfingers im Sinne 
seiner Steigerung. 

2. Diese Steigerung ist stirker bei homoplastischer als bei de: 
heteroplastischen Transplantation ausgepragt. 

3. Wir miissen annehmen, daB der Transplantationseffekt niclit 
nur von der Mobilisation des Calciums aus dem Transplantat 
sondern auch aus dem Knochengewebe des empfangenden Org: 
nismus abhiangt. 
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chirurgischen Abteilungd. Krankenhauses Z. E. Metschnikoffs.— 21) deWaard, 
diese Zeitschr. 97, 176, 1919. 
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Beitrige zur Kenntnis des intermediiren Fettstoffwechsels. 


I. Mitteilung: 


Cher einige Versuche zur Frage der Beeinflussung des Kohlehydrat- 
stoffwechsels dureh Fettzufuhr. 


Von 
Tokuryna Takao. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitits. 
instituts. ) 


(Eingegangen am 27. Marz 1926.) 


Die Frage, ob eine direkte Zuckerbildung aus Fett méglich se 
gehért zu denjenigen, die immer wieder sich der Aufmerksamkeit der 
Stoffwechselphysiologen und -pathologen aufdriangen und die, scheinbar 
im negativen Sinne erledigt, doch immer wieder auftauchen. 

Kine Erérterung der itiberaus umfangreichen Literatur dieses 
Kapitels kann hier unméglich Platz finden und ware um so iiberfliissiger, 
als dieselbe ebenso wie der gegenwartige Stand der Frage von A. Magnus- 
Levy') sowie von Geelmuyden?) in vortrefflicher Weise kritisch behande!t 
worden ist. Es mag darum geniigen, einige Grundtatsachen und einig: 
wichtige Fehlerquellen zu rekapitulieren, die bei derartigen Versuchen 
beachtet werden miissen. 

1. Eine Zuckerbildung aus Glycerin ist sicher. Neue Versuche aus dem 
Laboratorium von Graham Lusk haben ergeben, daB das Glycerin sich fast 
quantitativ in Zucker umzuwandeln vermag. Da aber Fett zu etwa einem 
Zehntel aus Glycerin besteht, kann eine Zuckerbildung aus hohen Fettsauren 
nach Fettzufuhr nur dort fiir erwiesen gelten, wo die Zuckerbildung aus 
Glycerin nicht zur Erklérung ausreicht. 

2. In manchen Fallen von schwerem Diabetes beim Menschen und beim 
Tiere hat man bei Beobachtung des Zucker-Stickstoffquotienten eine so 
groBe Zuckermenge im Harn gefunden, da®B der EiweiBzerfall nicht aus- 
reichend erschien, um die Zuckerbildung im Organismus zu erklaren, und 
man eine Zuckerbildung aus Fett herangezogen hat. Derartige Beobachtungen 

') A. Magnus-Levy in Oppenheimers Handb. d. Biochem., II. Autl., 
8S, 362 bis 364, 1925; vgl. auch I. Aufl., 4, 1, 345 bis 346, 1911. 

*) Geelmuyden, Ergebn. d. Physiol. 21, 1923; vgl. auch O. v. Fiirth, 
Probleme 2, 237 bis 243, 1913. 
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sind schon darum nicht eindeutig, weil die Méglichkeit einer N-Retention 
0. Léwy) dabei nicht immer ausreichend beachtet worden ist. 

3. Fettmastung bei Phlorrhizintieren schien keine Glykogenneubildung 
zu bewirken (Pjliiger). 

4. Nach Fettzulage beim diabetischen Menschen und Tiere hat man eine 
Vermehrung der Zuckerausscheidung in der Regel vermibt (Naunyn, 
Mering, Hiibner, O. Loewy, I. Schmidt). Es gelingt bekanntlich nicht ohne 
weiteres, beim Fett dessen unmittelbare Beteiligung am Stoffwechsel zu 
erzwingen. Aber Magnus-Levy machte demgegeniiber mit Recht geltend, 
man diirfe aus dieser sicheren Tatsache nicht schlieBen, daB aus Fett kein 
Zucker entstehe, denn auch die gréBten Fettzulagen steigerten den Fett- 
umsatz nicht oder nur wenig. Beim vorher hungernden Tiere verbrennt 
es an Stelle des vorher oxydierten Kérperfettes. 

5. Eine etwaige Zuckerbildung aus Fett kénnte, wie Magnus-Levy 
meint, immerhin durch Fortfall des EiweiBzuckers maskiert werden, um so 
mehr als das Fett wohl insbesondere dann umgesetzt wird, wenn kein 
EiweiB zur Verfiigung steht. 

6. Beim Phlorrhizinhunde sind Fettséuren mit paariger Zahl von 
(-Atomen wie Buttersdure und Capronsdure, von denen man immerhin 
annehmen kann, daB sie beim Abbau der hohen Fettsauren auftreten, keine 
Zuckerbildner. 

7. Manche Angaben iiber Zuckerbildung aus Fett sind insofern nicht 
beweisend, als dabei der Bestand des Kérpers an Glykogen nicht ausreichend 
beriicksichtigt worden ist. 

8. Die meisten Autoren haben ohne weiteres angenommen, da8 aus 
EiweiB Zucker nur im Verhailtnis D: N = 2,8 entstehen kénne (das ist 
45g Zucker auf 100g EiweiB), wahrend Graham Lusk bei zahlreichen 
Phlorrhizintieren D: N = 3,6 bis 3,7 gefunden hat [das ist 60g Zucker 
aus 100g EiweiB')]. 

Magnus-Levy gelangt zu der SchluBfolgerung, ,,nach biochemischen 
Analogien mu die Méglichkeit einer Zuckerbildung aus Fett auch im 
Tierreich zugegeben werden, da sie im Pflanzenreich in gewissen fett- 
haltigen Samen verwirklicht ist. Sie wird in organisch richtiger Weise 
von Noorden gefolgert, aus der Konsequenz der Lehre, nach der die 
Zuckerverbrennung im Diabetes nicht gestért ist. Die Richtigkeit 
dieser Lehre kann ich nicht fiir erwiesen halten, trotzdem sie neuer- 
dings von Geelmuyden ... kritisch durchgearbeitet und vertreten 
worden ist... Ich mu’ auf dem Standpunkt bleiben, dab direkte 
Beweise fiir die Enstehung von Zucker aus Fett nicht erbracht sind.“ 


Es mége mir gestattet sein, einige eigene Versuche tiber die Beein- 
flussung der Zuckerausscheidung durch Fett beibringung bei hungernden 
Phlorrhizin- und Adrenalintieren sowie iiber die Beeinflussung des 
Kohlehydratgehalts der Lebern hungernder Ratten durch Fettzufuhr 
mitzuteilen, durch welche ich einen, wenn auch nur sehr bescheidenen 
Beitrag zu dem umfangreichen bereits vorliegenden Versuchsmaterial, 
welches sich auf diese schwierigen Probleme bezieht, zu liefern versuche. 


1) Vgl. Magnus-Levy, 1. Aufl., 4, 1, 347. 
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Vorausschickend bemerke ich, da auch diese Versuche keine; 
Anhaltspunkt fiir die Zuckerbildung aus hohen Fettsauren zu liefer 
vermochten. 

I. Versuche an Phlorrhizinhunden, 

Eine Zuckerbildung aus Fett bei Phlorrhizintieren ist in jiingster 
Zeit wieder von Brugsch') angenommen worden. Dieser meint, di: 
Organe von Phlorrhizintieren seien auf Zuckerbildung eingestellt, wn 
diese vollziehe sich im Hungerzustande anscheinend besonders aus 
Fett (Fetiséuren und Glycerin). 

In unseren Versuchen erhielten die hungernden Versuchstien 
vom zweiten Versuchstage angefangen, taglich eine Injektion von | y 
Phlorrhizin in 7 cem Olivenél suspendiert. Die Beobachtung bezog 
sich auf Harnmenge, Kérpergewicht, Zucker- und Stickstoffausscheidung 
sowie die Relation D:N. Sobald sich die Relation D:N auf den g 
wohnten Wert um 3 herum eingestellt hatte, wurde mehrere Tage nac} 
einander ohne sonstige Nahrungszufuhr je 100 g Speck zugefiihrt oder 
aber 100g einer Olivenédlemulsion mittels Schlundsonde beigebracht 
Ineinem Falle wurden dem Olivendé! tiberdies 4g glykocholsaures Natriun 
zugefiihrt in der Hoffnung, in dieser Weise eine schnellere Resorption 
und Verwertung des Fettes erzwingen zu kénnen. 


Tabelle I. 





Datum pene Futter Phlorrhizin ne D N D:N 
Hund I Q 
23. XI. 79 gewohnlich — — — 
24. XI. 7,9 Hunger — 340 — 
25. XI. _- - 1 g subk. 100 = = 
26. XI. ~- - * 145 11,0 4.7 23 
27. XI. 7,2 is o 140 15,3 5.0 3.0 
28. XI. 69 100 g Speck 0 325 21,9 9.4 23 
29. XI. 6,6 Z = 440 403 95 42 
30. XI. — 4 ‘ 250 15,6 6,1 28 
1, XII. 6,2 z " 240 8,1 42 1.9 
2. XII. 6,2 ‘kg Rindfl. ~ 230 13.8 6.0 23 
3.X1I. 6, < 400 244 «(10823 
4. XII. 6,2 frei — 365 19,8 9.0 2.2 
Hund II Q 
a&-3 10,20 Hunger 1 g subk. — — — 
9 I 10,00 " % asa? an ae 
_ Be 9,80 - = 660 30,26 = 7, 3.9 
a. +. 9,63 m = 495 20.23 612 33 
m2 9,40 100g Speck " 770 20.69 766 27 
-m 2 9,35 r - 605 20,85 7,84) 2,7 
14. I 8,85 —_— — 520 19.10, 545 > 35 


') Th. Brugsch, S. v. Exten und H. Horsters, diese Zeitschr. 150, 49, 1924. 
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Tabelle IJ. Fortsetzung. 





Harnmenge D 


K6rper- . 
Futter Phlorrhizin in 24 Stdn 


gewicht 


Hund Ill o* 
10 250 . 
; 180 10,0 
m 10 330 «18.6 
100 g Speck 1,0 255 15,1 
l, 435 23,0 
805 25.6 


Hunger 


frei Be 
Hund IV 9 
Hunger 590 _* 
160 ads 
250 293 
keinHarn — 
? 20.9 

{ 100g Olivendl- | sa ont 
\ emulsion { ’ 25.: 
dasselbe 1.0 F 13.2 

frei _ o 15.8 


Hund V 
Hunger on 


. 
— 


s Ss ad a3 ~I-] 
oo Df to 


Gre 
Ot 


120 
320 


28 o8 a8 
SS8R 


100 ¢ Olivenél | 


~ 
oO 
Ss 


u.4g‘Glykokoll- ! j 420 
natrium 
70g Olivendl | 
) u. lg Glykokoll- 
natrium 
6,10 frei - 225 


6,40 385 


Bei objektiver Beurteilung dieser Versuche wird man aus denselben 
einerlei Anhaltspunkte fiir eine Zuckerbildung aus hohen Fettsturen 
herauslesen kiénnen. Die Verdoppelung der Zuckerausscheidung nach 
Speckzufuhr beim Hunde I wiirde durch den Glyceringehalt nahezu 
rklart werden, abgesehen davon, daB sie durch den Abfall der folgenden 
Specktage kompensiert wird. 


II. Versuche an Adrenalinkaninchen. 

Bei hungernden Kaninchen wurde durch tigliche subkutane 
Injektion von Adrenalin (0,5 cem einer 1 prom. Lésung, i. e. 0,5 mg pro 
Kilo) Glykosurie erzeugt, die allmahlich auf 0 bzw. auf einen minimalen 
Wert absank, je nach der Héhe des Glykogenvorrats der Leber. Sobald 
(ieser Zeitpunkt erreicht war, wurden den im iibrigen hungernden 
Tieren 50 bzw. 100 ccm einer 10 proz. Olivenélemulsion mit der Schlund- 


sonde beigebracht. 




















Exitus. 
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Tabelle Il. 
Datum alle Futter Adrenalin a D N D:°N 
Kaninchen I 
17. XII. 2.885 Hunger _ — — - 
> @ aor { 15ccem | a . 
18. XIT. 2,635 | |subkutan |} 140 15 
19, XII. 2,613 7 . 125 1,1 1,0 1] 
20, XTT. 2,550 “ ws 150 23 3.6 06 
21. XII. 2.435 » a 115 05 12 04 
22.X1I. 2420 | 508 Olivendl- | 15 =O 13 
eo ee emulsion | ” ’ 
23. XIT. 2,257 — — 225 15 2.6 27 
Versuch abgebrochen. 
Kaninchen II 9 
on” &. 2,850 Hunger — —- _- _- 
29, I. 2,850 fe 15 130* 0 055 - 
30. I 2.810 - 15 265 247 161 15 
31. I 2.530 oi 15 150 0 1,04 
9 { 10g Olsaéure | - oon , 
1. HI. 2,440 | in 100 H,O | 1,5 235 0 2,0 
= 2.325 dasselbe 15 195 0 16 — 
3. IT. 1,935 — — 410 0 40 ia 
Versuch abgebrochen. 
Kaninchen III o 
10. II. 2,510 Hunger — — — — — 
11. I. 2.478 s 15 36* — = 
12. II. 2.285 i 15 180 2,16 | 1,29 17 
13, I. 2,195 ns 15 215 0,03 1,37 . 
4. 1. | 2,196 {| 8 Olivendl- |) 5 125 «0,01 0,64 
| emulsion | 
15. I. 2.145 dasselbe 15 130 0,35 760= O02 
16, IT. 2,145 frei — 135 0,55 43 O04 
Versuch abgebrochen. 
Kaninchen IV 
11. If. 2,300 Hunger _- 140 0 1,34 
12. II. 2,130 “. 15 145 0 045 - 
13. IL. 1,985 d 15 155 219 090 24 
14. II. 1,835 15 320 187 | 282 06 
15. II. 1,770 i 15 285 182 | 192 09 
16. II. 1,740 . 15 145 0,82 094 09 
ea 1,695 7. 15 170 088 166 05 
18. IT, 1,670 % 15 205 0,47 1,34 03 
19, II. 1,570 ct 1,5 110 018 108 02 
20, II. 1,540 zs 15 110 045 O91 05 
21. II. 1,480 * 15 210 0.33 | 134 | 0,2 
22. II. 1,100 Wee 15 145 0 1,22 
o | 5g Olséure N. u. } " | . - 7 
23. I I. 905 | 05g ( Hykokoll { 15 95 0 0,65 
24. II. 885 dasselbe 15 130 0 0.63 
25. IT. —- _ — 200 0 0,93 
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Tabelle 11. Fortsetzung. 





Kéepers i : Harnmenge 
gewicht Futter Adrenalin in 24 Stdn. 


Kaninchen V 
2,590 Hunger 
2.385 ‘ 
2,455 - 
2,250 a 
2,250 2 
2,245 50g Olivendl 
2,130 dassel be 
2,000 frei 


3 | 


ke ee 


Oren non on er | 


Exitus. 


Ein Blick auf die Versuchsresultate lehrt, daB in zwei von den 
Versuchen die Zuckerausscheidung nach Fettzufuhr 0 blieb, in zwei 
anderen Versuchen traten einige Dezigramme Zucker (0,2 bis 0,5 g) im 
Harn auf, was selbstverstandlich weiter keinerlei SchluBfolgerungen 
gestattet, insofern ja mit dem zugefiihrten Olivendél etwa 0,5 g zucker- 
bildenden Glycerins eingefiihrt worden war. Nur in einem einzigen 
Versuch (Kaninchen I) sahen wir unmittelbar nach der Zufuhr von 
Olivenél, nachdem tags zuvor der Harn zuckerfrei geworden war, eine 
erhebliche Zuckermenge (1,5 g) im Harn auftreten. Man wird sich 
hiiten miissen, diese vereinzelte Beobachtung allzu hoch einzuschatzen, 


und dies um. so mehr, als ja, wie bekannt, langere Zeit hungernde 
Kaninchen durch Eiweifzerfall Zucker und Glykogen neu zu _ bilden 
vermégen und dieser Fall tatsachlich eine Verdoppelung der Stickstoff- 
ausscheidung dem Vortage gegeniiber zeigte. 


Ill. Versuche an Ratten. 


DaB Ratten Zucker aus Fett zu bilden vermégen, ist erst kiirzlich 
von L. Asher!) nachdriicklich betont worden. Bei Ratten, die durch 
Vorbehandlung mit Pepton, Schilddriisenstoff und Phlorrhizin kohle- 
hydratfrei gemacht worden waren, fiihrte Zusatz von Fett zur Nahrung 
zu einer erheblichen Steigerung der Zuckerausscheidung im Harn. Da 
eine entsprechende Steigerung der N-Ausscheidung nicht bestand, 
wurde auf eine Zuckerbildung aus Fett geschlossen. 

Wir selbst gingen folgendermaBen vor: 

WeiBe Ratten wurden einige Tage teils hungern gelassen, teils mit 
Speck gefiittert. Es wurde sodann der Gehalt der Lebern an Gesamt- 
kohlehydraten bei den hungernden und bei den mit Speck gefiitterten 
Ratten sorgfaltig verglichen. Beziiglich der Methodik dieser Versuche 


1) L. Asher und Calvo-Criado, diese Zeitschr. 164, 76, 1925. 
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hielt ich mich véllig an die Methode, welche von meinem Kollege; 
Tomio Fukui kiirzlich in diesem Laboratorium gelegentlich seine; 
Untersuchung ,,Uber den Kohlehydratverlust der Lebern hyper. 
thyreoidisierter Ratten, zugleich ein Beitrag zur Frage der Wert. 
bestimmung von Schilddriisenpriparaten“!) ausgearbeitet worden ist 
Dabei wird nach dem Vorgange von O. Loewy (Therapeutische Monats. 
hefte 32, 350, 1918) der Gesamtkohlehydratgehalt der Lebern nact 
Hydrolyse mit verdiinnter HCl nach Bertrand bestimmt. 

Ich habe diese Versuche an 30 Ratten durchgefiihrt. Die Ratte) 
sind dem Hungern gegeniiber recht empfindlich, nur gréBere und gut 
genahrte Tiere vermégen linger als 3 Tage zu hungern, die meisten 
gehen nach dreitagigem Hungern, viele schon friiher, zugrunde. Zur 
Analyse gelangten nur solche Tiere, welche getétet, nicht aber spontan 
zugrunde gegangen waren, um eine Triibung der Versuchsresultat: 
durch postmortale Glykolyse hintanzuhalten. Berechnet man aus den 
mittleren Lebergewichten und den mittleren prozentischen Kobhle- 
hydratgehalten der Leber die mittleren Gesamtkohlehydratgehalte 
derselben, so ergibt sich fiir die Hungertiere ein Mittelwert von 0,047 ¢ 
Zucker, fiir die speckgefiitterten Ratten dagegen 0,094 g. 





Tabelle II. 
- K6rper- Kohlehydrat- 
Kaepere rpe ' Leber: sl 

Nr. quutels ¢ Hungertage . . st Fetttage gowicht ron Lebe 
Toz 
5 155 6 125 - 3,30 0,61 
16 155 2 140 _ 4,60 1,67 
17 165 2 140 _ 5,50 1,18 
2) 160 2 135 -= 5,05 1,67 
22 160 2 140 — 4,63 1,13 
29 70 2 57 — 2,20 0,57 
142 — 128 — 4,21 1,12 
l 124 3 120 3 4,80 1,64 
2 175 3 185 2 7,00 1,04 
3 175 3 170 4 5,61 2,22 
4 187 3 170 9 5,60 1,52 
14 75 2 60 3 2,87 2,45 
18 120 2 100 2 4,45 0,97 
20 155 2 145 I 4,42 2,24 
23 175 2 150 l 5,05 0,97 
25 190 3 160 6 8,00 3,00 
153 _- 140 34, | 531 1,78 


Es hatte sich sonach der Gesamtkohlehydratgehalt der Lebern bei den 
speckgefiitterten Tieren verdoppelt. Jedoch auch in der Wertung dieser 
scheinbar positiven Resultate miissen wir auBerordentlich vorsichtig 


') Tomio Fukui, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 210, 410, 1925. 
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vin. Wir miissen beachten, daB die Tiere im Mittel 3 Tage lang je 
l0g Speck, also etwa 2,7 g Glycerin zur Verfiigung gehabt hatten. 
Wenn die Tiere auch vielfach nicht die ganze Speckration gefressen 
hatten, so ist es ja klar, daB die Zuckermenge, welche aus den Fett- 
siuren entstanden sein kénnte, von ganz anderer GréBenordnung sein 
muiBte als es dem Zuwachs von 0,05g Kohlehydrat in der ganzen 
Leber entspricht. 

Sonach ist auch diese Versuchsreihe fiir eine Zuckerbildung aus 
hohen Fettsaiuren nichts weniger als beweisend. 

Es ist uns also weder bei Adrenalinkaninchen, noch bei Phlorrhizin- 
hunden, noch endlich bei mit Speck gefiitterten Ratten gelungen, sichere 
Anhaltspunkte fiir den Ubergang von hohen Fettstiuren in Zucker zu 
gewinnen. 

Im Zusammenhang damit sei daran erinnert, da8 Altere Erfahrung 
und neuestens auch Versuche aus dem Laboratorium von Thomas') zu 
dem Ergebnis gefiihrt haben, daB es nicht gelingt, einen unmittelbaren Abbau 
von hohen Fettsaéuren direkt zu erzwingen: Ein Hund wurde reichlich mit 
Kohlehydraten gefiittert, bis die Stickstoffausscheidung auf ein Minimum 
herabgedriickt war. Ersatz der Kohlehvdrate durch 150g Olivenél trieb 
die N-Ausscheidung in die Héhe. Aber keine Spur von Acetessigséure und 
6-Oxybuttersaure trat auf, wie sie woh] hatten auftreten miissen, wenn es 
zu einem Massenabbau hoher Fettsauren reichlich gekommen ware. Man 
muBte aber daran denken, da® vielleicht das Glycerin im Olivendél anti- 
ketogen wirke. Daher wurde dann statt des Olivenédls Olsdure bzw. Stearin- 
sdure angefiihrt. Auch jetzt traten keine Acetonkérper auf! 

" a 
Zusammenfassung. 


Weder eine Reihe von Versuchen iiber die Harnausscheidung 
hungernder Phlorrhizinhunde und Adrenalinkaninchen, noch die Beob- 
achtung des Glykogengehalts der Leber von Ratten nach Zufuhr reich- 
licher Fettmengen ergab irgend einen Anhaltspunkt fiir eine direkte 
Umformung groBer (in Form von Olivenél oder Speck zugefiihrter) 
Mengen hohen Fetiséuren in Zucker. Einige anscheinend positive 
Resultate konnten ungezwungen aus einer Zuckerbildung auf Kosten 
der mit der Nahrung eingefiihrten Glycerinmengen gedeutet werden. 


‘) Lueg und Flaschentrdger (Leipzig), Klin. Wochenschr. 1925, 8. 694. 

















Beitrige zur Kenntnis des intermediiren Stoffwechsels. 


Il. Mitteilung: 


Cher den Einfiu8 einiger anorganischer Ionen auf die Entstehung und 
Ausscheidung der Acetonkérper. 


Von 
Tokuryna Takao. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie im Wiener physiologischen 
Universitatsinstitut. ) 


(Eingegangen am 27. Marz 1926.) 
Mit 12 Abbildungen im Text. 


I, Einleitung. 


Wiggleworth') hat in einer Arbeit iiber die Beziehungen von Alkalosis 
und Ketosis an Ratten, welche durch Fettfiitterung eine deutliche 
Ketosis zeigten, festgestellt, daB bei Zugabe von geringen Mengen 
Natriumbicarbonat die f-Oxy-buttersiureausscheidung vermehrt, die 
Aceton- und Acetessigsiureausscheidung aber nicht verandert ist 
Calciumlactat, Natriumacetat und wahrscheinlich die Alkalisalze anderer 
oxydierbarer organischer Sauren wirken wie Alkali, ebenso alkali- 
bildende Nahrung, z. B. Karotten. Wenn groBe Mengen Natrium- 
bicarbonat injiziert wurden, so stieg die Acetonausscheidung deutlich 
an, dagegen unterdriickten Ammoniumphosphat und Salmiak in ge- 
niigender Konzentration die durch Fettnahrung hervorgerufene Ketosis. 

In der vorliegenden Arbeit wurde nun im AnschluB an diese Unter- 
suchungen von Wiggleworth versucht, den Einflu8 einiger anorganischer 
Ionen auf die Entstehung und Ausscheidung der Acetonkérper fest- 
zustellen, und zwar wurden Natrium-, Kaliwm-, Calcium-, Magnesium. 
und Ammoniumverbindungen dazu herangezogen. 


II. Methodik. 


Als Versuchstiere wurden Hunde verwendet, deren Kérpergewicht 
vor Beginn, waihrend und am Ende des Versuchs kontrolliert wurde. Die 
Ketosis wurde durch Injektion von Phlorrhizin und ausschlieBlicher Er- 
nabrung mit ,,Kutteljlecken“‘ (d. h. gut gereinigte, fettarme Darmwani 
vom Rinde; in Wien so genannt) im taglichen AusmaBe von 150 bis 300 ¢ 
erzeugt. Vom Phlorrhizin wurden 3ccm einer 10proz. Olivendélemulsion 
subkutan gegeben. Jeden Tag wurden 200 bis 300 cem Wasser dem Tier 


1) V. B. Wiggleworth (Cambridge), Biochem. Journ. 18, 1203, 124. 
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nittels Schlundsonde zugefiihrt, um médglichst konstante Harnmengen 
m erzielen. Au®erdem war fiir reichliche Wassermengen zur freien Be- 
itzung des Versuchstieres gesorgt. Der 24-Stunden-Harn wurde gesammelt 
nd taglich darin Zucker, die Summe von Aceton und Acetessigséure 
nd die B-Oxybutterséure bestimmt. Zucker wurde nach Bertrand, Aceton 
nd Acetessigsiure und die f#-Oxybutterséure nach Shajffer-Marriot') 
bestummt. Vor Ausfiihrung der Versuche nach Shaffer-Marriot wurde ein 
Blindversuch mit den Reagenzien angestellt, wobei jodbindende Substanzen 
gefunden wurden. Der ihner entsprechende Wert wurde bei den Ergebnissen 
n Abzug gebracht. 

Die Ionen Natrium, Kalium, Magnesium und Calcium wurden per os 
zugefiihrt, und zwar als Chloride. Von den Ammoniumsalzen wurde 
{mmoniumlactat gleichfalls per os, Ammoniumchlorid dagegen subkutan 
gegeben. Bei der Kalium-, Calcium- und Magnesiumzufuhr wurde auch 
das Blut auf Gesamtacetonkérper untersucht. [Methodik nach Pincussen- 
Enafe ld*)}. 

Ill. Versuche mit Ammoniumverbindungen. 

Es wurde bei vier Hunden durch Phlorrhizin und ,,Kuttelfleck*‘- 
Fiitterung eine Ketosis erzeugt und dann eine Zeitlang die ,,Gesamt- 
aceton- und die #-Oxy-buttersiureausscheidung sowie der Zucker 
im Harn bestimmt. Dann wurde Ammoniumchlorid waihrend mehrerer 
Tage gegeben und der EinfluB desselben auf die Ausscheidung fest- 
zustellen versucht. Beim Versuchstier 3 wurde auBer Ammonium- 
chlorid auch einige Tage Ammoniumlactat gegeben, und zwar um 
entscheiden zu kénnen, ob die Beeinflussung der Ketosis dem Chlorion 


oder dem Kation zukommt. 


Tabelie I. 


Hund 1, co. Ammoniumcebhlorid. 





: Harn Aceton + Acet- teOxys a 
Futter com  Phlors Anorgan. —_essigsaure buttersaure — 

in rhizin| Salze 
kg 24 Std. mg-Proz. T..M. mg-Proz. TM. gsProz.|T..M. 


KGrper- 
Datum gewicht 


7.7100, 5, 150 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
8. TIT, 150 250 03 0 0 0 10.0 25.0 0.7 16 
9. IIT. 150 550 03 0 0 0 8.0 40.0 58 293 
10. 111. 150 435 03 0 0 0 74 320 46 200 
1). 101. 150 255 03 0 0 110 © 6©°28.0 49 125 
12. ITT. 150 499 O23 NH, Cl . 1.0 306 1510 65 319 


13. ITT. 150 215 03 NHC! 74 160 . 10.5 
4.0% — 150 425 03 ve 2, 3.6 15,3 58 246 
15. 111. r 150 360 03 a 5 5.7 | 205 4, 14,4 
16.111.) — 150 340 03 0 5,7 194 49 166 
17. IIT. 150 375 03 0 } C 134 500 5, 20.0 
18. TIT, 150 330 03 0 i 6 140 470 4, 14.6 


') Shajfer-Marriot, Journ. of biol. Chem. 5, 211, 1908; 16, 265, 1913/14; 
vg!. auch R. Sassa, diese Zeitschr. 59, 366, 1914; Marcel Handel, ebendaselbst 
144, 258, 1924. 

*) L. Pincussen, Mikromethodik 1923, 8.77. Georg Thieme. 
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s 


Erlaiuterung: Auf der Abszisse wurden die Tage, 
auf der Ordinate die Tagesmengen in mg aufgetragen. 
—— bezeichnet die 3-Oxybuttersaure 0 
concn bezeichnet das Aceton + Acetessigsaure. 
<—» zeigt die Zeit der Zufuhr des Phlorrhizins an. 
x+ x- bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr von Ammoniumchlorid. -- 
xx+ xx— bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr von Ammoniumlactat. 
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Bei diesem Versuchstier zeigte sich anfangs ein starkes Ansteigen 
B-Oxybuttersaureausscheidung am ersten Tage der Ammonium- 
hlorideingabe. An den weiteren Tagen sanken die Werte zu den vor 
ler Eingabe erzielten wieder ab. Mit dem initialen Emporschnellen 
ler Werte fiir S-Oxybuttersiure war auch ein Auftreten von Aceton 
nd Acetessigsiwre zu bemerken, welches sich in der Folgezeit der 
ngabe als inkonstant erwies. Mit steigender. Ketosis ist oft, doch 
cht regelmaBig, auch eine Steigerung der Zuckerausscheidung ver- 
bunden. 


Tabelle II. 


Hund 2, co. Ammoniumchlorid. 





, Harn 2 
Korper- : Aceton + Acet- tOxys 
Datum gewicht Futter ccm Phlor» Anorgan. essigsaure buttersaure Zucker 
‘ rhizin Salze 


in 
g 24Std mg*Proz.. T.«M. mg-Proz. T..M. g*Proz. T.- 
200 0 0 0 0 0 0 0 
200 «65600 O03 0 0 25 13.7. 42 
200 335 03 0 0 0 8.0 27.0 26 
200 4909 O03 NH,Cl 10 49 179 86,7 2.7 
> 


200 38 O03 NH,Cl 82 310 310 1199 20 


Bei diesem Tiere sieht man nach der Eingabe ein mabiges Ansteigen 
der B-Oxybuttersiure und ein Auftreten von Acetom und Acetessigsaure 
mit einer Steigerung beider Komponenten am darauffolgenden Tage. 
Leider muBte der Versuth aus auBeren Griinden abgebrochen werden. 


Tabelle III. 


Hund 3. ct. Ammoniumchlorid und -lactat. 





ra Harn ’ ; 
K6rper: | Aceton + Acets %Oxy- , 
Datum gewicht Futter com |Phlors Anorgan. essigsaure buttersaure Zucker 
, in rhizin Salze 
kg 24 Std mg-Proz. T.»M. mg-Proz. T..M. geProz.. T.M 


10,5 | 2 0 03 0 0 0 0 0 0 0 
545 03 0 10 55 90 | 490 042 2 
655 03 0 0 0 5.2 38.6 89 58. 
345 03 Am-Ci2g 59 204 192 | 662 89 30, 
630 O03 Am-Ci2g 7,6 47,6. 235 1481 88 | 45 
410 03 0 23 94 100 408 83 34, 
600 | 03 0 29 17,5) 134 | 803 88 52, 
510 03 0 0 0 13,4 683 59 35.4 
515, 03 0 0 0 213 1094 68 | 35,1 
430 0,3  Am-Lact. 0 0 318 1780 79 339 


560 03 Am, bac 2,6 5 «§©667,6 3781 60 33,6 


’ 


455 03 Am. dest 0,3 14, 73,9 3363 6 5 | 29,6 
550 03 02g 3.6 75,6 4158 37,5 
440 03 0 6,6 0 824 3626 6.5 28.6 
480 03 0 0 27,8 1330 49 (235 


3 
3 
7 
4 
2 
8 


selelelalelalelala 


rn 
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Bei diesem Tiere zeigte sich unter dem EinfluB von Ammonium. vol 
chlorid eine Zunahme sowohl des Acetons und der Acetessigsiure a|s un 
auch der £-Oxybuttersiure, die gleich nach dem Sistieren der Zufuhy me 
zu den friheren Werten absanken. Beim Ammoniumlactat zeigte sic} Hu 
gleichfalls eine Zunahme, die noch 2 Tage nach der Zufuhr andauert: Bt 


um dann wieder abzusinken. 


Tabelle IV. 


Hund 4, co’. Ammoniumchlorid. 





: “ Harn Aceton + Acet- 34Oxys ; 
Datum — re Futter com Phlor-| Anorgan. oe On Zucker 
in rhizin Salze eae . 
kg g 24 Std. mg-Proz. T.«M. mg-Proz.| T.+M. | g-Proz. TM 
28. X.| 7.0 300 220 0 0 0 0 0 0 0 () 
29. X.) — 300 410) «=O 0 0 0 0 0 0 0 
30. X. — 300 «6380 «603 0 0 0 0 0 0 0 
31. X. 65 300 610 03 0 0 0 0 0 3.9 238 
1LXI — 300 «510 03 0 0 0 0 0 41 208 
2X1.) — 300 545 O83 0 0 0 0 0 45 245 
3.XI — 300 525 03 0 0 0 0 0 59 31 
4.X1, |) — 300 600 03 0 0 0 0 0 43 254 
5.XI. 6.0 300 585 03 Am-Cl 0 0 0 0 40 24 
6. XT, 300 555 03 Am.Cl 0 0 64 355 35 194 
7X1. 55 300 470 O03 S 0 0 8.7 409 26 122 
8. XI. —_ 300 19 03 0 0 0 15.9 310 45 88 
9. XI./ 52 300 310 03 0 0 0 132 409 63 19 
10, XT. _ 300 285 03 0 42 120 442 1260 65 195 
11. XI. 5,2 300 «275 0 0 13.0 358 895 2462 3.2 RS 
12.X1., — 300 =6350 0 0 0 0 255 903 1.3 4t 
13.XI.| 52 300) 235 O 0 0 0 394 926 13 31 Di 
14. XT. — 300 230 0 0 3.8 8.7 35.6 819 40 9? di 
15.XI.. — 300 6490 0 0 0 0 16.5 80.9 0 0 
16.X7T.. 52 300 215 0 0 0 0 105 226 0 0 we 
17.Xl. — 300 «315 0 0 0 0 0 0 0 0 de 
I8.XIL 53 300 395 0 0 0 0 0 0 0 0 ad 
19. XT, — 300) =—385 0 Am.-Cl 0 0 0 0 06 93 S | 
2 se 
20.XI. 55 300 335 0O AmsCl 0 0 31,3 1042 O 0 
21..X1, — 300 470 O zs 0 0 0 7) 0 rT 
22.XI — 300 500 0 0 0 0 0 0 0 0 
23.X1. 55 300 365 0 0 0 0 0 0 0 ( 
24.XI. — 300 390 0 0 0 0 0 0 0 0) 

Aus dieser Tabelle und der dazugehérigen Kurve geht hervor 
daB beim phlorrhizin-diabetischen Hunde durch Zugabe von Ammonium 
chlorid ein Auftreten von $-Oxybuttersiure hervorgerufen werde: 

30 


kann. Doch zeigte sich, daB auch unabhaingig von der Eingabe des 
Salmiaks auBerordentlich starke Eigenschwankungen in der Aus. 9 
scheidung der £-Oxybuttersiiure auftreten, wie dies die Werte von 3 
10. und 11. November zeigen, die auch von Aceton- und Acetessigsaure- - 
ausscheidung begleitet werden. Nach der Unterbrechung der Zufulr 6 
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von Phlorrhizin sind noch durch mehr als 1 Woche £-Oxybuttersiure 
und gelegentlich auch Aceton und Acetessigséure nachweisbar. Be- 
merkenswert ist, daB es auch gelang, beim nicht phlorrhizin-diabetischen 
Hunde eine voriibergehende Zucker- und eine nicht unbetrachtliche 
3-Oxybuttersiureausscheidung durch Ammoniumchlorid zu erzielen. 





200, 





ent t 
73 A) 








Abb. 4. Kurve zu Tabelle IV (Ammoniumchlorid) 


Erlduterung: Aut der Abszisse wurden die Tage, 
auf der Ordinate die Tagesmengen in mg aufgetragen 
bezeichnet die 3+Oxybuttersaure 
bezeichnet das Aceton + Acetessigsaure. 
zeigt die Zeit der Zutuhr des Phiorrhizins an. 
bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr von Ammoniumchlorid 
- bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr von Ammoniumlactat 


Dies veranlaBte den nachfolgenden Versuch, bei welchem einen nicht 
diabetischen Hunde, dem dieselbe Nahrung (,,Kuttelflecke“) verabreicht 
worden war, Ammoniumchlorid zugefiihrt wurde, um die Wirkung 
desselben beziiglich einer Ketosis zu priifen. Wie Tabelle V zeigt, 
gelang es nicht, beim Versuchstier irgend eine zu beobachtende Aus- 
scheidung zu erzielen. 


Tabelle V. 


Hund 5, o&. Ammoniumchlorid ohne Phlorrhizin. 





on Harn . . , 

Kérpers » Aceton + Acets 3eOxys 

Datum quulaht Futter com —. essigsaure buttersaure Zucker 
Salze 


in sontiiedee 
kg 24Std. mg-Proz. T.«M. mgsProz., T«M. | geProz.. T.M 


} 4a 300 145 0 0 0 0 0 0 
XII. 300) «=—«185 0 0 0 0 0 0 
2. XII. 300 435 0 0 0 0 0 0 
_XIL. 300 6360 0 0 0 0 0 

XIT. ‘ 300 580 0 0 0 0 0 0 

XII. 300 =6670 0 0 0 0 0 0 
 XI1, 300 815 0 0 0 0 0 0 
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Versuchsergebnisse mit Ammonium, 

Wie aus den Tabellen und Kurven ersichtlich ist, konnte fiir das 
Ammoniumchlorid ein die Ketosis verstdrkender EinfluB nachgewiesey 
werden. Dieses Versuchsergebnis bei Hunden steht im Widerspruch 
mit den eingangs erwahnten Versuchen von Wiggleworth, der bei Ratten 
mit Salmiak in geniigender Konzentration die durch Fettnahrun, 
herbeigefiihrte Ketosis unterdriicken konnte. Um entscheiden zu kénnen 
ob dem Ammonium- oder dem Chlorion die ketosisverstirkende Wirkung 
zuzuordnen ist, wurde einem Tiere auch Ammonium lacticum gegebey 
und auch hier ein deutlicher EinfluB festgestellt, so daB wohl fiir das 
Ammonium ein EinfluB beziiglich einer Ketosisverstarkung angenommen 
werden mu. Die von Hopmann') beobachtete Zunahme saurer Valenzen 
im Harn (,,Salmiakazidose‘) diirfte daher in erster Linie durch das 
Ammoniumion verursacht sein. 

Eine Beziehung zwischen der GréBe der Zuckerausscheidung und 
der Gesamtacetonkérperausscheidung konnte nicht nachgewiesen werden 
Oft zeigt sich wohl ein paralleles Ansteigen mit den Ketosiswerten 
doch zeigen sich andererseits wieder solche Divergenzen, daB auf eine: 
derartigen Zusammenhang nicht geschlossen werden kann. 


IV. Versuche mit Natrium- und Kaliumverbindungen. 

In den folgenden Versuchen wurde es unternommen, einen etwaigen 
EiniluB gréBerer Dosen von Natrium- und Kaliumchlorid auf dix 
Ketosis festzustellen. Dabei leitete uns die Vorstellung, da der sich 
sonst oft im Organismus deutlich zeigende Antagonismus dieser beiden 
Ionen vielleicht auch hier auftreten kénnte. Zunachst wurde zwei 
Hunden Kochsalz gegeben und seien im folgenden die Versuchsergebniss 
mitgeteilt. 





Tabelle VI. 
Hund 6, co. Natriumchlorid. 

COrpers Harn Aceton + Acet> 3-Oxy- , - 

Datum goeteht Futter = a —- 2 qatigntese ; buttersture Zucke 
kg g 24Std. mg*Proz.| T.»M. mg-Proz. T..M. g+Proz. TM 
4.1. 7,0 200 0 0,3 0 0 0 0 0 0 0 
5.1. — | 200 200/ 03 0 0 0 28 56 06 12 
6. 1. — 200 320) 03 0 0 0 0 0 49 157 
as 6.9 200 70 03 0 0 0 0 0 29 | 80 
8. I. — 200 | 255 | 03 0 0 0 96 | 245, 59 150 
9. I. 66 200 630 03 | NaCl 10g 0 0 104 | 655) 3,6 227 
10, I. — 200 815 03 | NaCl 0 0 | 11,3 | 92,5) 22 17,9 
11.1. 66 200 110 03 . 0 0 13,8 | 15,2) 7,2 7,9 
12. I. —_ 200 510 03 0 2,1 10,7) 62,7 (3198) 29 148 
13.1. 6.2 200 355 0 0 15,2 540 79,6 (2826) 34 12.) 


1) Hopmann, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 46, 73, 1925. 


st 
Zé 
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Tabelle VII. Hund7, 2. Natriumchlorid. 





, Harn 
Korpers Aceton + Acet- 3-Oxy: 
m gewicht Futter com Phiors Anorgan essigsaure buttersaure 


in rhizin Seise ij... on ; 
kg g | 24Std. mg-Proz. T.eM. mg-Proz. T..M. g-Proz. T..M 


Zucker 


Dat 


300 0 03 0 0 0 0 0 0 
300 +585 | 03 0 0 7,1 415 28 164 
300 «645 03 0 0 299 2078 46 306 
300 570 03 0 0 1144 11081 50 285 
300 600 O83 184 1104 1709 10254 50 300 
300 «©8830 03 NaCl 10g 50 415 1359 11279 32 266 
300 720 03 NaCl 97 69,8 1304 9374 29 29 
300 | 825 03 i 8.2 67,7 1024 8448 46 384 
300 515 03 0 38 196 1016 5232 23 118 
300 845 0 0 13,9 1146 155.6 13148 44 37.2 


Diese beiden Versuchstiere zeigen in ihrer Reaktion auf die Koch- 
salzgaben ein entgegengesetztes Verhalien und auBerdem in ihrer taglichen 
Ausscheidung so groBe individuelle Schwankungen, daB man wohl von 
irgend einer charakteristischen Beeinflussung nicht sprechen kann. 

In der folgenden Tabelle wurde ein Hund zuerst mit Kaliumchlorid 


behandelt und dessen EinfluB festgestellt und hierauf mit Natrium- 
chlorid. 


Tabelle VIIT. Hund 8, co. Kalium- + Natriumchlorid. 





, Him . , ? . 
K6 tr, Aceton + Acet- teOxys 
tum om Putter) com | Phiors Anorgan. essigsaure buttersaure 
. in rhizin Salze 
kg 24 Std mg-Proz. T.«M. mg-Proz. T.-M. g-Proz. T.M 
6 8 


Zucker 


14.0 300 0 03 0 0 0 0 
. 300 1030 O03 99 92.7' 23 23.7 
300 370 03 88 326 44 163 

300 925 03 19.7 1820 54 467 

300 740 03 2.0 148 3,4 25,2 

300 920 O3 KCI 3g 121 1117 38 348 

300 830 03 KCl 20.6 1719 38 315 

300 535 03 i 36.2 193.0 212.0 11342 54 289 

300 795 03 0 0 543 431.7 35 27,8 

300 0,3 0 0 282 2350 3.4 284 

300 03 0 0 155 1054 38 258 

300 0.3 0 0 54 35.6 34 224 

300 0.3 NaCl10g 0 13,0 915 3,1 217 

300 0,3 NaCl 0 5 1440 26 243 

300 03 Z 0 7,2 1213 28 19,7 

- 300 «560 O3 0 0 ° 398 3.0 168 
10.7 300 565 03 0 0 5. 35.0 34 19,2 
— 300 6335 0 ) 0 : 38.0 3.1 166 


Bei genauer Durchsicht der Tabelle und Kurve fiallt auf, dab 
das Tier bei der Ausscheidung der -Oxybuttersiure ziemlich 
starke Eigenschwankungen zeigt, wie dies die Werte vom 6. und 7. 
zeigen. Nach der Zufuhr von Kaliumchlorid tritt aber am dritten Tage 

Biochemische Zeitschrift Band 172. 19 
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Abb. 7. Kurve zu Tabelle VIII (KCI und NaCl). 
Erlduterung: Auf der Abszisse wurden die Tage, 
auf der Ordinate die Tagesmengen in mg aufgetragen. 
—— bezeichnet die 3-Oxybuttersdure (beim Blut Tabelle IX Gesamtavetonkérper) 
oo--- bezeichnet das Aceton + Acetessigsaure. 
<> sxeigt die Zeit der Zufuhr des Phlorrhizins an. 


+x - bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr des betreffenden Salzes. 


+xxX —Ax 


bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr des NaCl. 
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eine auBerordentlich hohe Steigerung der B-Oxybuttersaureausscheidung 
ein, die dann spater allmahlich abfiel, so daB es nicht wohl angeht, dies 
auch noch auf Eigenschwankungen zu beziehen. Bei der Kochsalz- 
eingabe sieht man eine Steigerung geringeren Grades, von der aber nicht 
zu sagen ist, ob es sich um Eigenschwankungen oder um spezifische 
Wirkung handelt; doch glauben wir im Hinblick auf die beiden voran- 
gehenden Versuche, sie fiir individuelle Schwankungen halten zu miissen. 

Um die spezifische Wirkung des Kaliumchlorids nachweisen zu 
kénnen, wurden im folgenden Versuch auch noch die Gesamtaceton- 
kérper im Blute bestimmt. 


Tabelle IX. Hund 9, co. Kaliumchlorid. 








Harn Gesamt- Harm 


K6é: . 
FPer* Putter Phlor-| Anorgan, Acetonkérper Aceton + Acet: $Oxys 


t ewicht Z 
Datum 8 com = rhizin Salze im Blut essigsaure buttersaure ucker 


in 
24 Std mg mg-Proz. T.«M. mgsProz. T..M. geProz TM 


0 0,008 0 0 0 0 0 0 

0 0.009 0 0 0 ua) 0 0 

0 0,007 0 0 0 0 0 0 
0,006 0 0 01 05 31 149 
0,008 0 0 3.5 27.6 30 23.7 
0,010 0 0 68 313 60 276 
0.014 0 0 5.2 174 62 208 
0,022 0 0 8.5 429 64 323 
0.016 0 0 9.5 d32 64 246 
0,010 0 0 5.8 415 33 260 
0,006 0 0 6.7 36,5 6.1 27: 
0,005 0 0 0.4 26 46 299 
0,005 0 0 0.4 24 48 288 


























2 30 é 26 
at Kurven zu Tabelle IX (KCl) Ra A 
Erlduterung: Auf der Abszisse wurden die Tage, 
auf der Ordinate die Tagesmengen in mg aufgetragen. 
bezeichnet die 3-Oxybuttersaure (beim Blut Tabelle IX Gesamtacetonkorper) 
bezeichnet das Aceton + Acetessigsaure. 
zeigt die Zeit der Zufuhr des Phlorrhizins an. 
bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr des betreffenden Salzes 
< bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr des NaCl 
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Die hier gefundenen Werte, die nach Kaliumchloridzufuhr eine 
deutliche Erhéhung sowohl im Blute als auch im Harn zeigen, lassen es 
wohl als berechtigt erscheinen, von einer spezifischen Wirkung des 
Kaliumchlorids im Sinne einer Verstdrkung der Ketosis zu sprechen. 
Von den Zuckerwerten gilt auch hier das bei den Ammoniumverbin- 
dungen Gesagte. Mit Riicksicht auf die Versuche, welche mit Kochsalz 
ausgefiihrt wurden, und auf Grund des eindeutig erbrachten Beweises 
der spezifischen Wirkung des Ammoniumions liegt nicht der mindeste 
Grund vor, die Wirkung des Kaliumchlorids dem Chiorion zuzuschreiben. 


V. Versuche mit Calcium- und Magnesiumverbindungen. 
Haldane*) ist es gelungen, durch Eingabe von Magnesiumchlorid 
bei sich selbst eine Acidose hervorzurufen. Dies veranlaBte uns, einen 
etwaigen EinfluB des Magnesiumschlorids auf die Ketosis zu unter- 
suchen. Zunichst wurde Magnesiumchlorid allein gegeben und dann 
erst die Wirkung dieses Salzes auch auf den phlorrhizin-diabetischen 
Hund gepriift. 





Tabelle X. Hund 6, co. Magnesiumchlorid mit und ohne Phlorrhizin. 


. " Harn r + Acete 3 " 
Datum eet Pet com |Ohte| ee “ners btttre Zeke 

kg g \24Std. mg-Proz. T.«M. mg-Proz. T.-M. g-Proz. T..M 
1L.XII. 105 300) 385 0 0 0 0 0 0 0 0 
12,.XII. — 300 6400 0 0 0 0 0 0 0 0 
13.X1II. — 300 350 0 MgCl 0 0 0 0 0 0 
14.X1II. 10.0 300 380 0 MgCls 0 0 0 0 0 0 
15. X11. —— 300) 315 0 ¥ 0 0 7] 0 0 0 
16, XII. 96 300 400 03 0 0 0 0 0 0 0 
17. XI. —- 300 465 03 0 0 0 98 45.6 53 246 
18. X{I. 96 300 440 03 0 0 0 6.4 28.2) 58 255 
19.XII., — 300 450 03 Mg Cl, 0 0 13,1 590 74 333 
20.XII. 93 300 380 03 Mech 0 0 89 338 42 160 
21. XII. _ 300 685 03 " 55 37,7 760 5206 26 178 
22. XIT. 88 300 375 03 0 60 285 88,7 4213 7,1 33,7 
23. XII. —- 300 = 3360 0 0 0 0 43.0 1548 62 223 


Die Wirkung der Magnesiumverbindung ist bei diesem Versuch 
keine ganz eindeutige. Anfangs zeigten sich Schwankungen, die sehr 
leicht als Eigenschwankungen zu erkennen sind, und erst am dritten 
Tage der Zufuhr trat ein jaher Anstieg auf, der iuBerst schwer zu deuten 
ist ; es wurde daher dieser Versuch nochmals wiederholt und gleichzeitig 
auch die Gesamtacetonkérperbestimmung im Blute ausgefiihrt. Da 
wir aber auBerdem bei demselben Tiere im AnschluB an den 
Magnesiumversuch die Wirkung des Calciums untersuchten, soll dieser Ver- 


1) H. B. S. Haldane, Biochem. Journ. 19, 249, 1925. 
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Abb. 9. Abb. 10. 
Kurve zu Tabelle X (MgCl.). Kurve zu Tabelle XI (CasLactat). 


























Abb. lla Abb. llb 
Kurven zu Tabelle XII (Ca-Lactat) 
a) Harn b) Blut 
Erlduterung: Auf der Abszisse wurden die Tage 
auf der Ordinate die Tagesmengen in mg aufgetragen 
bezeichnet die 3-Oxybuttersaure (beim Blut: Gesamtacetonkorper) 
bezeichnet das Aceton + Acetessigsaure 
zeigt die Zeit der Zufuhr des Phlorrhizins an 
bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr von Magnesium 
<x bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr von CasLactat in Tabelle XII! 
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such erst nach der Besprechung der Calc iumversuche angefiihrt werden. Die 
Wirkung des Calciums wurde in allen Versuchen mit Calciumlactat gepriift. 
Tabelle XI. Hund 5, co. Calciumlactet. 
= Harn ' , 
KGrpers Aceton + Acet- psOxys 4 
Datum ont Futter ccm Phior- Anorg. yrte ot ey weleterskuce Zucker 
in rhizin| Salze ER Stee a 
kg g 24Std. mg*Proz. T..M. mg-Proz.,. T.M = g-Proz. T.«M. 
7.XII. 11,8 300 510 | 03 0 0 0 0 0 0 0 
8. XII — 300, 485 | 03 0 0 0 7,7 37,3, 48 | 23,1 
9.XII. — 300 780 03 0 0 0 420 3276 5.1 | 400 
10.X1II. 113 300 705 03 0 0.8 56 542 | 365.7 7,8 | 544 
11.XIL — 300 60003 0 0 0 34,7 | 2082 28 | 168 
12.X11. 105 300 445 0: 0 0 0 38,9 | 173.2 16 7,1 
13. XII. — 300 250 03 es 0 0 46,7 | 116.8 2,7 6.8 
g | 
14.X1I. 101 300 365 O38 CasLact. 0 0 62.4 | 227.8 12 | 4,4 
15.XIL.| — 300 300/03 . 0 0 0 0’ 54 | 162 —_ 
16,.X1I.. 10,1 300 600 03 0 0 0 0 0 3,2 | 19,2 
17.XII.| — 300 575 | 0, 0 36 20,7 688 | 395.6 3.3 | 19.0 — 
18. X11. 95 300 570 O03 0 35,3 201.2) 334.1 |1904,4 3,1 | 17,7 
19, XII. — 300 720 03 aean 8.5 61,2 565 4068 3,6 | 259 
g 
20. XTT. — 300 370 O38 Carlact. 0 0 17,0 629 54 | 20.0 ” 
21.XIT.| 93 300) 370 03 & 37,2 137.6 480.9 |1779,3 53 | 19,6 = 
22 XII. — 300 37% 6 68 358 1341 4186 15698 25 | 94 93 
Das Studium dieser Tabelle und der dazugehérigen Kurve M 
laBt eine gesetzmaBige Wirkung des Calciumions nicht erkennen. 25, 

' Verbliiffend ist nur das plétzliche Sistieren der Ausscheidung am 15. » 
und 16. und die bei der Dosis von 10g erfolgende Herabsetzung mit dem a 
darauffolgenden jihen Emporschnellen. Dies legte den Gedanken nahe, 92 
daB das Calcium nierendichtend wirken kénnte, und im nun folgenden Ld 
Versuch wurde deshalb auch im Blute die Untersuchung angestellt. 

2.] 

Tabelle XII. Hund 12, 2. Calciumlactat. 31 

gs Harn Gesamt- Aceton + Acet» 3-Oxys - 41 

Kérperr ¢ - . ; 2 Zucke 
Datum | gewicht Futter vm =m Agoupe. a wre buttersaure — - 
kg g  24Std. mg mg-Proz. T.»M. | mgsProz. T.sM. | g*Proz.|T..M y ; 
bh 
5.11. 106 300' 0 0 0 0,008 o oO 0 0 o lo 1 
6.11. — 300 0 0 0 0,009 0 0 0 0 0 0 ; 

7.11. 105 300 0 0 0 0,006 0 0 0 0 0 0 8. ] 
8.1. — 300 255 03 0 0,008 0 0 1,0 26) 91 | 23,2 
9.1%. 105 300 440 O23 0 0,012 0 0 2,7 119 4,7 207 
10.11.) — 300 6190) 03 0 0,018 0 0 16,1 30,6 98 186 
1L.If. 100 | 300 530 03 0 0,019 0 0 93 493 63 334 
12.11.) — 300 430 03 0 0,033 91 39,1; 1110 | 477,39 53 2238 
13. 11. 95 300 610 03 0 0,036 17.3 1055 2974 18141 30 183 
14.11... — 300 375 03 0 0,058 31.7 1189 559.0 20963 40 150 
15. IT. 90 300 610 O38 Codest. 0,026 245 1495 419.9 25615 3,6 22.0 

5g 
16. IT. _ 300 425 O38  CarLact. 0,027 80 340 1153 49900 25 106 
17. I. 85 300 500 03 © 0037 18.7 935), 285 1425 31 155 
18. I. — 300 «64610 03 0 0,061 248 1265 4828 24623 34 17 
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Aus diesem Versuch laBt sich bei Beriicksichtigung der Blut werte 
eine deutlich herabsetzende Wirkung auf die Ketosis konstatieren, wobei 
die Wirkung aber (s. auch Versuch XI) erst am zweiten Tage nach der 
Eingabe beziiglich der Ausscheidung deutlich wird. 


Im nichsten Versuch wurde zuerst Magnesiumchlorid eingegeben, 
um die Wirkung desselben nochmals zu erproben (s. Bemerkung zu 
Tabelle X) und unmittelbar darauf Calcium zugefiihrt. Es wurde 
immer auch das Blut untersucht. 


Tabelle XIII. 


Hund 13, ct. Magnesiumchlorid + Calciumlactat. 





Korper: | Harn Gesamt- Aceton + Acet- tOxy- 
gewicht Futter Phlors Anorg. Acetonkorper essigsaure buttersaure 


com rhizin Salze im Blut 
in 


Zucker 


Vatum 


kg 24 Std mg mg-Proz.| T.-M. mg-Proz., T.«M. g-Proz. T.«M 


0,007 

0,008 

0,005 

0,006 

0,008 

0,011 6.8 

0,015 5,8 
Mg ys 0.032 68.8 


MgClp 0.025 134 864 243.0 
0,040 19.9 107.5 267,9 


( nee 9.028 05 3.9 106.2 
Ca-Lact 0,613 0 

» 0,010 0 

0 0,010 0 


0 nicht bestimmt 0 


Magnesiumchlorid zeigte hier eine deutlich verstirkende Wirkung 
sowohl im Blute als auch im Harn, die durch die unmittelbar darauf 
einsetzende Calcitumwirkung in klarer und eindeutiger Weise herab- 
gesetzt wurde. Das Absinken der Oxybuttersiurewerte im Harn bei 
Calciumzufuhr kann, wie aus dieser Tabelle hervorgeht, nicht etwa 
auf eine Nierendichtung zu beziehen sein, da ja, in diesem Falle bei 


fortgesetzter Oxybuttersiureproduktion im Organismus, eine Stauung 








294 T. Takao: 


dieser im Blute nachweisbar sein miiBte. Man kann also sehr wohl 
von einer spezifischen Wirkung beider Ionen sprechen. 
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Abb. 12a Abb. 12b 
Kurven zu Tabelle XII (MgCl, Ca-Lactat). 
a) Harn. b) Blut. 


Erldiuterung: Auf der Abszisse wurden die Tage, 
auf der Ordinate die Tagesmengen in mg aufgetragen. 
: —— bezeichnet cie 3-Oxybuttersdure (beim Blut: Gesamtacetonkérper) 
bezeichnet das Aceton + Acetessigsaure. 
<> zeigt die Zeit der Zuiuhr des Phlorrhizins an. 
+<— bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufuhr von Magnesium 
+xx —xx bezeichnet Beginn bzw. Ende der Zufubr von CasLactat in Tabelle XII! 


VI. Zusammenfassung. 

1. Es wurde der EinfluB8 einiger anorganischer Ionen auf die durch 
Phlorrhizin bei ,,Kuttelfleck“-Ernihrung erzeugte Ketosis gepriift, 
und zwar wurden Ammonium (als Ammoniumlactat und -chlorid), 
Natrium, Kalium, Magnesium (als Chloride) und schlieBlich Calciwm 
(als Lactat) verwendet. 

2. Fiir das Ammonium wurde bei beiden verwendeten Verbindungen 
fiir Hunde ein die Ketosis verstirkender EinfluB nachgewiesen, was im 
Gegensatz zu dem Befund von Wiggleworth steht, der bei Ratten eine 
herabsetzende Wirkung hervorgehoben hat. 

3. Fiir das Natrium konnte eine charakteristische Beeinflussung 


nicht nachgewiesen werden. 

4. Beim Kalium zeigte sich im Blute und im Harn eine deutliche 
verstirkende Wirkung. 

5. Dasselbe gilt auch fiir das Magnesium. 

6. Calcium dagegen wies sowohl im Blute als auch im Harn eine 
die Ketosis herabsetzende Wirkung auf, wobei das Absinken der Aceton- 
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rper im Harn nicht etwa auf eine Nierendichtung, sondern auf eine 


rminderte Produktion im Organismus zu beziehen ist, da anderenfalls 
Stauung im Blute hatte nachweisbar sein miissen. 
7. Was die Beziehung zwischen £-Oxybuttersiure einerseits und 
\ceton und Acetessigsiure andererseits betrifft, standen die letzteren 
der Menge weit hinter den ersteren zuriick, wobei eine gewisse 
Parallelitat im Auftreten beider mehr oder minder deutlich aus- 
zesprochen war. 
8. Eine Beziehung zwischen der Ausscheidung von Ketonkérpern 
id Zucker lieB sich dagegen niemals feststellen. 











Uber die Saurebildung durch Aspergillus niger. 
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A. Einleitung. 


Die Fahigkeit bestimmter Pilze, aus Zucker und anderen organische1 
Nahrstoffen Oxalsiure zu bilden, wurde zuerst von Wehmer (1891) (1 
eingehender studiert, und der dabei stattfindende ProzeB als ..Oxa 
sauregirung bezeichnet. Spater fand Wehmer (1894) (2) in den Kulture: 
einer Penicillium nahestehenden Pilzgattung Citronensiure. In det 
Voraussetzung, daB diese ,,Citronensiuregirung“ nur dieser neue: 
Pilzgattung zukomme, nannte er dieselbe Citromyces. Die Ansiclit 
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nur bestimmten Pilzen bzw. Pilzgattungen diese Befahigung 
gesondert zukomme, und daB man zwischen ,,Oxalsauregirern“ und 
(itronensauregirern*‘ unterscheiden kénne, muBte in dieser All- 
gemeinheit im Verlauf der weiteren Untersuchungen aufgegeben werden. 
Die Untersuchungen von Wehmer, Currie, Mazé und Perrie, Butke- 
isch usw. (3) zeigten, daB zahlreiche verschiedene Pilze, so vor allem ver- 
schiedene Penicillium- und Aspergillusarten Citronenséiure zu bilden ver- 
égen. Insbesondere auf Grund der Arbeiten von Butkewitsch (1923) (4) 
ind weiterhin von Falck und van Beyma thoe Kingma (1924) (5) muB die 
spriingliche Anschauung, daB nur die mit dem Namen Citromyces_ be- 
veichneten Pilze zur Bildung dieser Saure befahigt waren, endgiiltig fallen 
gelassen werden. 
Je nach den eingehaltenen Versuchsbedingungen hat man in den 
Kulturen der erwahnten Pilze auf zuckerhaltigen Nahrbéden beide Sauren 
rgefunden, mitunter nebeneinander und in verschiedenen Mengenverhalt- 
iissen. Die Feststellung der Bedingungen, unter denen die Pilze bald in 
ler Richtung der einen, bald in der Richtung der anderen der beiden Sauren 
irbeiten, sowie die Frage nach den wechselseitigen Beziehungen der Sauren 
rat nun in den Vordergrund des Interesses. Die Lésung des Problems 


wurde durch die von Butkewitsch ausgesprochene Vermutung, daB noch 
ine dritte Saure entstehe, und durch die von Molliard (1922) (6) berichtete 
Entdeckung, da8 Aspergillus niger aus Zucker auch Gluconséure zu bilden 
vermége, nicht erleichtert. 

Obgleich nun bereits eine groBe Anzahl von Untersuchungen iiber 
die Saurebildung durch Aspergillus niger vorliegen, gelang es noch 
nicht, véllig einwandfreie und miteinander vergleichbare Resultate 
zu erzielen, da die eingehaltenen Bedingungen meist in zielloser Weise 
variiert wurden, wie noch des naheren gezeigt werden soll; ferner 
scheint auch eine Anzahl von Faktoren bei der Untersuchung des 
Vorganges der Saurebildung nicht geniigend gewiirdigt worden zu sein. 

Es erschien daher wiinschenswert, das in Frage stehende Problem 
unter einheitlichem Gesichtspunkt einer systematischen Untersuchung 
zu unterziehen. Zur Feststellung der Bedeutung aller in Frage kommen- 
den Faktoren muBte eine groBe Anzahl von Versuchsreihen auf ge- 
niigend breiter Basis durchgefiihrt werden, die langere Zeit in Anspruch 
nahmen, und um nicht vorzeitig zu Trugschliissen zu gelangen, wurde 
lange mit der Veréffentlichung gezégert. Durch die auf diesem Gebiet 
dauernd erscheinenden Mitteilungen sehe ich mich aber endlich ver- 
inlaBt, meine diesbeziiglichen Untersuchungen noch vor voller Ent- 
scheidung einzelner Teilprobleme in einer Reihe von Mitteilungen 
bekanntzugeben. 

Die Anregung zur urspriinglichen Arbeit (Untersuchung der 
Citronensdurebildung) gab Herr Dr. L. Schulhof, doch wurde bald klar, 


daB die anfangs gezogenen Grenzen erweitert werden miiBten. Herrn 
Prof. Dr. E.G. Pringsheim sowie Herrn Dr. L. Schulhof sei fiir die 
Forderung der Untersuchungen auch an dieser Stelle herzlichst gedankt. 
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B. Allgemeine Besprechung des Problems der Siurebildung. 


1. Der Vorgang der Sdurebildung. 

Schon Wehmer (1891) hat die Ansicht ausgesprochen, daB die gebildete 
Sauren als voriibergehend vorhandene (intermediare) Produkte des Be. 
triebstoffwechsels der Pilze anzusehen seien, die auf dem Wege der Ve 
atmung des Zuckers zu Kohlendioxyd entstehen und bei weiterer Kultur. 
dauer wieder in den Stoffwechsel einbezogen und weiter verarbeitet werd.) 
Wie Wehmer betont, stellt die jeweils vorhandene Séuremenge eine: 
Differenzwert dar, namlich den Uberschu8 der gebildeten Saure iiber « 
verbrauchte, indem durch den einen ProzeB Saure gebildet, durch 
anderen die voriibergehend gebildete Saéure aber wieder zerstért, d. h. 2 
Kohlendioxyd weiter verarbeitet wird. Es handelt sich demnach um eine 
in Phasen verlaufenden Vorgang, bei dem der erste ProzeB (Saureanhaufuny 
den zweiten weit iiberwiegen kann, wenn die gebildeten Saéuren z. B. dure! 
Festlegung in Form schwerléslicher Salze vor weiterer Verarbeitung du: 
den Pilz geschiitzt werden. 

Wahrend nun die Oxalséure aus den verschiedensten organische: 
Substanzen entstehen kann, zeigte Butkewitsch u. a., daB die Citronen- 
sdurebildung ganz von der Kohlenstoffquelle abhangig ist. Auch fiir 
Gluconséurebildung scheint die chemische Konfiguration der C-Quel|; 
von entscheidendem EinfluB zu sein. Falck und Kapur (1924) (7) sowi 
Butkewitsch (1924) (8) machen wahrscheinlich, da8 iiberall dort, wo alle d: 
Saéuren nebeneinander nachgewiesen werden kénnen, zunachst Gluconsaur 
entsteht, wihrend Citronenséure spater und Oxalsaure erst in alten Kultur 
auftritt. Die letztere wird hierbei meist nicht direkt aus dem Zucker ve. 
bildet, sondern ist Abbauprodukt der beiden erstgenannten Sauren. 
Wehmer (9) wies experimentell nach, da8 die Oxalséure aus der Citronensaur 
entsteht. Falck und Kapur (1924)(7) zeigten, da8 in Kulturen, in denen 
Glucon- und Citronenséure entsteht, die anfangs ausschlieBlich gebildete 
Gluconséure abnimmt, wahrend die Menge der zeitlich erst spiter auf- 
tretenden Citronensiure mit dem Alter der Kulturen zunimmt. Eine 
Uberfiihrung der ersteren in die letztere war nach Ergebnissen Buth- 
witschs (10) und eigenen Versuchen (11) nicht nachweisbar. Spater fan 
Wehmer (1925) (12), daB aber ein bestimmter Stamm von Aspergillus niger 
Citronensaure aus Gluconsaure zu bilden vermag, wahrend andere Stam 
hierzu nicht befahigt waren. .Molliard (1922 und 1924) (6) kam auf Grund 
seiner Untersuchungen zu dem Ergebnis, daB der bei allgemeinem Nahrsalz 
mangel geziichtete Pilz Gluconséure, bei ziemlich reichlicher Gegenwart 
von Stickstoff, aber gleichzeitigem Mangel der iibrigen Salze, vornehmlich 
Citronen- und Oxalsaure erzeugt, wahrend bei reichlicher Gegenwart aller 
Nahrstoffe, also bei kraftiger Mycelentwicklung (in saurer Kulturfliissigkeit), 
die Séureanhaufung fast véllig unterbleibt. Weiterhin bildet der Pilz nac! 
Butkewitsch (1924) (8) bei geringer Aciditét der Kulturfliissigkeit walr- 
scheinlich Gluconsaéure, bei héherer Aciditét wahrscheinlich Citronensaur: 
So wird es erklarlich, da8B zunadchst nur Gluconsdéure gebildet wird, «: 
mit Zunahme der Menge freier Gluconséiure die Bedingung zur iibe: 
wiegender Bildung von Citronenséure gegeben ist, daB aber fast ausschlie 
lich Gluconsaure entsteht, wenn sie als Ca-Salz abgebunden wird wu 
daher die Aciditét niedrig bleibt. 

Der bei der Oxal- und Citronensaéurebildung sich abspielende chemisc!: 
Vorgang ist leicht verstaindlich, der Chemismus der Citronensaurebilduny 
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ingegen ist durchaus unklar. Die Oxalsaure ist als Stoffwechselendprodukt 
n im Pflanzenreich haufig auftretender Kérper, die Gluconsaure stellt 
das erste Oxydationsprodukt der Glucose dar; Citronensaéurebildung be- 
t aber die Umwandlung einer geraden Kohlenstoffkette in eine ver- 


zweigte, also einen wesentlich komplizierteren Vorgang. 


Unzweifelhaft sind Enzyme an den Saurebildungsprozessen beteiligt ; 
Versuche von Buchner und Wiistenfeld (1912)(13) zur Gewinnung eines 
Enzympraparats, das die Fahigkeit zur Citronensadurebildung haben sollte, 

ieben erfolglos. Ebenso verliefen eigene Bemiihungen, ein Enzympraparat 
mit der Befahigung zur Gluconséurebildung herzustellen (Acetondauer- 
raparate, entsprechend getrocknetes Mycel usw.), ergebnislos. Wie ich 
jedoch einer neueren Mitteilung entnehme, gelang es Miiller (1926) (14), 
ein Trockenpraparat von Aspergillus niger herzustellen, das Glucose wahr- 
scheinlich zu Gluconséure oxydiert, wahrend andere Monosaccharide nicht 


angegriffen werden. 


2. Die allgemeinen Bedingungen der Sdurebildung. 


Fiir die Richtung sowie die Intensitaét der Saurebildung ist zundchst 
lie Art und Vorgeschichte des Pilzstammes von entscheidender Bedeutung. 
Hierauf wurde schon vielfach hingewiesen (Wehmer, 1924) und ich komme 
noch spater darauf zuriick. Neben diesen inneren Faktoren kommen auch 
iuBere Bedingungen fiir die Saurebildung in Betracht, und zwar: 


a) die Temperatur, 
b) die Menge ces verfiigbaren Sauerstoffs, 
c) die chemische Zusammensetzung, 
d) die Reaktion der Kulturfliissigkeit. 
Aus den bisherigen Veréffentlichungen geht hervor, daB die Séurebildung 
ihrer Richtung und Starke durch das jeweilige Zusammenwirken der 
angefuhrten Faktoren beeinfluBt wird, und zwar so, daB bald die eine, bald 
lie andere der drei Sauren gebildet wird’). 

a) Der EinfluB der Temperatur kann sich in zweierlei Weise auBern. Ejiner- 
seits kann die Richtung, in der die Saurebildung vor sich geht, beeinfluBt 
werden, insofern, als bei héherer Temperatur die in erster Phase gebildeten 
Sauren weiter oxydiert werden, und andererseits kann die Intensitét der 
Saurebildung wechseln. 

Wehmer (1891) wies darauf hin, da8 beim Wachstumsoptimum (37°) 
keine Séurebildung statthat, hingegen erreicht sie ihren héchsten Wert 
beim Wachstumsminimum (7°). Diese Angabe bezieht sich allerdings nur 
auf Oxalsdurebildung und saure Reaktion der Kulturfliissigkeit. Wehmer, 
Butkewitsch u. a. beachten zwar die Bedeutung der Temperatur fiir die 
Citronensadurebildung, doch bleibt die Frage ziemlich ungeklart. Nur 
so viel scheint sichergestellt zu sein, daB bei niederer Temperatur die Saure- 
bildung viel langsamer verliuft als bei hoher. Es fehlen hier durchweg 
unter einheitlichem Gesichtspunkt angestellte Versuche. 


1) Die Mitteilung von Falck und van Beyma thoe Kingma (1924) iiber 
lie Bildung von Apfelsiure und Weinsaure durch Pilze bedarf wohl noch 
emer Bestatigung. 
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b) Die Menge des verfiigbaren Sauerstof/s ist gleichfalls fiir die Nivure 
bildung von Bedeutung, da es sich ja um Oxydationsprozesse hanide} 
Wehmer konnte zeigen, daB vélliger LuftabschluB auch bei Darbietungy vo, 
Zucker nur kurze Zeit ertragen wird. Hier mag auch das Ergebnis yo) 
Buchner und Wiistenfeld (1923)(13) angefiihrt werden, daB Citromyce, 
im Vakuum den dargebotenen Zucker fast unberiihrt l48t und nur ay. 
Reservestoffen des eigenen Mycels Citronensaure bildet. Analoge Versuch, 
Butkewitachs (1924) (8) fiihrten zu dem Ergebnis, da®B Aspergillus niger be 
O-Abschlu8 Alkohol in geringen Mengen zu bilden vermag. Eine eingehen 
Untersuchung iiber den EinfluB der Sauerstoffmenge steht gleichial)s 
noch aus. 


c) Uber den Einflug der Zusammensetzung der Kulturfliissigkeit ay 
die Sdurebildung liegen bereits zahlreiche Untersuchungen vor; trotzde; 
sind die Verhaltnisse noch durchaus nicht geklart. Ich gebe hier zuniichst 
eine kurze Ubersicht der fraglichen Faktoren sowie ihrer prinzipielle: 
Bedeutung. Was die Kohlenstoffquelle anbelangt, so ist dieselbe fiir diy 
Oxalsaurebildung ziemlich gleichgiiltig (Wehmer, Butkewitsch u. a.). Ma 
findet sie, wo Zucker, Pepton, organische Séuren usw. dargeboten werden: 
dabei wird aber, wie Wehmer (1924) zeigte, die Oxalséure nicht direkt aus 
Zucker gebildet, sondern entsteht als sekundares Produkt. Hingegen is: 
fiir die Bildung der Citronenséure, wie auch der Gluconsaure der Charakter 
der C-Quelle ausschlaggebend. Beziiglich der N-Quelle ist nicht nur der 
Charakter, sondern auch die Menge derselben von Bedeutung. Hieriiber 
liegen Feststellungen anderer Autoren und auch von mir bereits Aufzeic! 
nungen vor; soweit es sich um Citronenséure handelt, komme ich auf di: 
Bedeutung der N-Zufuhr in einer spateren Mitteilung zuriick. 


d) Die Reaktion der Kulturfliissigkeit. Eine bestimmte Reaktion kann 
von vornherein gegeben sein oder durch Frerwerden von Sauren oder Base: 
im Stoffwechsel zustande kommen. Bei Gegenwart von Sduren in der 
Kulturfliissigkeit ist zu beriicksichtigen, ob es sich um mineralische oder 
um organische Séiuren handelt. Schon Wehmer (1891) wies darauf hin, 
daB bei Verwendung von NH,Cl oder (NH,),SO, als N-Quellen die nac! 
dem Verbrauch des Ammoniaks frei werdende Mineralsaure eine Anhaufung 
der organischen Sauren verhindert. Hingegen werden analog frei werden: 
organische Saéuren, ebenso wie die vom Pilz selber produzierten eventue! 
im Betriebsstoffwechsel verwertet, und zwar meist unter Bildung voi 
Oxalsaure. 


Bei Gegenwart von Basen hauft sich eine gréBere Menge von Saure: 
an, als ohne diese. Ob aber dadurch nur eine Abbindung und ein Schutz 
der gebildeten Sauren erfolgt oder ob der ProzeB der Saurebildung in seiner 
Intensitat eine Beschleunigung erfahrt, ist nicht véllig entschieden. Wahrend 
Wehmer nur eine Neutralisation und Stabilisierung der gebildeten Saure: 
annimmt, konnte Butkewitsch nachweisen, daB bei unzureichender Meng 
von CaCO, in der Kulturfliissigkeit immerhin mehr Citronensaure gebildet 
wurde, als wenn urspriinglich gar kein CaCO, vorhanden war. Dies scheint 
auf eine Aktivierung der Saurebildung hinzudeuten; ich komme spater 
noch in anderem Zusammenhang auf diese Frage zuriick. 


Die Reaktion der Kulturfliissigkeit ist aber zweifellos auf den Chemismus 
der ,,Pilzarbeit’‘ von EinfluB, da auch Butkewitsch festgestellt hat, dal 
bei ausreichender Gegenwart von CaCO, Gluconsaure, bei einem gewisse! 
Grade der Aciditat aber vorwiegend Citronensadure gebildet wird. 
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C. Methodisches und Prinzipielles. 
1. Erérterung des fiir die Untersuchung eingeschlagenen Weges. 

Die bisher gegebene kurze Erérterung des vorliegenden Problem- 
komplexes zeigt, daB die einzelnen Fragen betreffend den Vorgang 
sowie die Bedingungen der Saurebildung noch durchaus nicht geklart 
sind; es konnte hierbei auf eine Reihe von Widerspriichen — vielleicht 
weniger in den Angaben als in den Folgerungen — hingewiesen werden. 
Die Ursache hierfiir schien mir von allem Anfang darin zu liegen, daB 
die Forscher meist unbewuBt unter wesentlich verschiedenen Be- 
dingungen gearbeitet hatten. Auber der Kompliziertheit des Vorganges 
der Séurebildung und der damit verkniipften Schwierigkeit, die Be- 
deutung der einzelnen fiir die Saurebildung maBgebenden Faktoren 
klar zu erkennen und von unwesentlichen Einfliissen zu scheiden, und 
auber der Schwierigkeit, die in der Ungleichartigkeit des verwendeten 
Pilzmaterials begriindet ist, miissen fiir die trotz zahlreicher Unter- 
suchungen recht unbefriedigenden Ergebnisse auf diesem Gebiet die 
bisher angewendeten Untersuchungsmethoden verantwortlich gemacht 
werden. Es wurde nimlich bisher die Saurebildung fast durchweg 
nur in der Nahrlésung untersucht, in der der Pilz herangewachsen 
war; dies erméglicht jedoch keine exakte Untersuchung des Saure- 
bildungsvorganges, und ist aus folgenden Griinden unzweckmabig: 

|. Es besteht keine Parallele zwischen der vom Pilze zum Aufbau des 
eigenen K6érpers bendétigten Kohlenstoffquelle und jener, aus der er Saéuren 
bildet, d. h. eine Substanz, die zum Wachstum des Pilzes ungeeignet ist, 
mag fiir die Bildung einer der drei Sauren oder einer anderen, also fiir den 
Betriebsstoffwechsel des Pilzes ganz gut verwendbar sein. Diese beiden 
Prozesse lassen sich daher nicht gut gemeinsam studieren, sondern verlangen 
eine gesonderte Untersuchung. 

2. Ebensowenig laBt sich feststellen, welchen EinfluB in einer Fliissigkeit, 
die bereits zum Aufbau einer Pilzdecke gedient hatte und dann fiir Saéure- 
bildung verwendet wird, in diesem komplexen Vorgange die Stickstoffquelle 
und die Nahrsalze auf den ProzeB der Saéurebildung haben. 

3. Weiterhin la6t sich nicht feststellen, welcher Teil des dargebotenen 
Zuckers fiir die Entwicklung des Pilzes verbraucht wurde und somit fiir 
die Séurebildung verloren ging. 

Auch die von Falk und van Beyma thoe Kingma mitgeteilte, von 
der friiheren Arbeitsweise abweichende Methode (Verwendung ver- 
festigter Substrate fiir die Pilze) laBt die erwihnten Fehlerquellen 
unberiicksichtigt, bietet daher in diesem Sinne keine Vorteile. Es 
mubte ein neuer Weg eingeschlagen werden, bei dem man vom Pilz- 
wachstum unabhangig ist, da fiir dieses andere Bedingungen bestehen 
als fiir die Siurebildung. Das Prinzip, das ich in Anwendung brachte 
und konsequent in meinen Untersuchungen benutzte, ist gekenn- 
zeichnet durch die Benutzung entwickelter Pilzdecken auf frischer Kultur- 
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fliissigkeit, deren Untersuchung dann eine genaue Registration de, 
Saurebildungsvorgangs gewahrt. Ich bezeichne daher dieses Verfahre, 
als ,,Methode der fertigen Pilzdecken“. 

Die Durchfiihrung des Verfahrens besteht in folgendem: Die P|, 
werden zunachst auf einer bestimmten, nur fiir diesen Zweck zusammen. 
gesetzten Nahrlésung zur Entwicklung gebracht, und zwar bis zu 
Ausbildung eines geschlossenen Mycels; dann wird die zum Teil ver. 
brauchte, zum Teil verinderte Lésung (als ,,erste Kulturfliissigkeit“ 
bezeichnet) abgegossen, hierauf mit sterilem Wasser nachgespiilt und 
eine neue sterile Fliissigkeit von einer bestimmten, der zu untersuchenden 
Saurebildung angepaBten Zusammensetzung (,,zweite Kulturfliissigkeit“ 
eingefiillt. 

Der beabsichtigte Zweck dieser Neuerung ist augenfillig. Au‘ 
einige Schwierigkeiten, die durch Anwendung dieser Methodik beding: 
sind, wird jeweils zuriickzukommen sein; jedenfalls iiberwiegen aber 
weitaus die Vorteile dieses Verfahrens. Die Methode kann mit der 
Verwendung von PreBhefe verglichen werden, da in beiden Fallen von 
einem bereits voll entwickelten Zellkomplex ausgegangen wird. 

Ich will nicht unerwahnt lassen, daB Elfving (1921) (15) zeigte, da 
entwickelte Pilzdecken aus reinen Zuckerlésungen Oxalsdure zu_bilde: 
vermégen. Die Veréffentlichung gelegentlicher Benutzung ausgewachisene: 
Pilzdecken in einigen Versuchen von Butkewitsch (1924) erfolgte zu einer 
Zeit, als ich bereits systematisch mit der beschriebenen Methode arbeitet: 
Nirgends aber findet sich in der Literatur ein Hinweis auf die prinzipiell 
Bedeutung der Teilung von Pilzwachstum und Saurebildung. 

Die folgenden Untersuchungen sollen nicht nur den Wert der in 
Frage stehenden Methode bei Uberpriifung bereits gesammelter Tat- 
sachen, sondern auch ihre Anwendungsméglichkeit und Brauchbarkeit 
iiberall dort erweisen, wo eine Zerlegung in Teilprobleme wiinschenswert 
erscheinen wird ; hierzu noch einige Bemerkungen im letzten Abschnitt 

Aber noch andere methodischen Frage muBten vorerst geklart 
werden, ehe an zielbewuBte Untersuchung der fraglichen Problen« 
geschritten werden konnte. 

Zunichst zeigte es sich, daB keine voll ausreichende Methode zur 
quantitativen Analyse der Kulturfliissigkeiten existierte, und weiterhin 
erwuchs von physiologischer Seite her die Aufgabe, die Bedeutung 
einzelner fiir die Versuchsanordnung wichtiger Faktoren zu klaren 
sowie die Bedingungen fiir die Ziichtung wirksamer Pilzdecken test- 
zustellen. 


2. Chemisch-analytischer Teil. 


Hinsichtlich der quantitativen Trennung der Oxal- und Citronen- 
siure sind die Untersuchungen von Butkewitsch (1922) (16) von Wichtig- 
keit, beziiglich der quantitativen Bestimmung der Citronensaure neben 
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Butkewitschs Feststellungen insbesondere die Methode von Creuse 
1873) (17), die auf der Schwerléslichkeit von Bariumcitrat in 60- bis 
70proz. Alkohol beruht. Die Methode von Butkewitsch zur Abscheidung 
von Citronensaure gibt, wie seine eigenen Zahlen und eine Nachpriifung 
veigten, nicht sehr verlaBliche Werte; daher wurde zuniichst eine 
Vethode zur quantitativen Bestimmung der Citronensaure ausgearbeitet, 
bei der von der Unlédslichkeit des Ca-Citrats in Alkohol Gebrauch 
gemacht wurde. 


a) Eine Methode zur quantitativen Bestimmung 


der Citronensaure. 


Es wurden zunachst einige orientierende Versuche vorgenommen 
a bis c), und sodann einige weitere Versuche zur Ausfallung des Ca-Citrats 
mittels Alkohol {d bis g). 


Es wurden zu jedem Versuch 10 cem einer 2proz. Lésung von Citronen- 
siure verwendet, so da8B 0,2g Citronenséure, entsprechend 0,2370g Ca- 
Citrat (kristallwasserfrei) zur Analyse gelangten. Nach Butkewitsch wird 
lias kristallwasserfreie Salz durch Trocknen bei 120 bis 135° erhalten. Die 
Versuchsergebnisse gehen aus Tabelle I hervor. 


Tabe lle I. 





Versuchs-Nr. 


Ca-Acetat 
(l0proz.) . .ccm 5 


CaCl, (10 proz.) cem — 
NH, (10proz.). . . | neutralisiert neutralisiert “= 
NaOH (10proz.). . = neutr. - neutr. 


Temperatur bei der 
es se eS Siedehitze Kalte Siedehitze 


Alkoholzusatz 
(9%proz.) ...g etwa 20*) 40 


Ca-Citrat, bei 130° 
getrocknet. . . g 0.2105 0.2083 0.2185 0.2322 0.2294 0.2302 0.2310 


Fehler im ....8 0.0265 0,0287 0,0185 0,0048 0.0076 0.0068 0,0060 


Proz, -11,13 -12,1]1 -78 -2,03 -3,2 -2,87 2,53 


*) Hier wurde nur qualitativ gepriift und cine starke voluminése Fallung von Ca-Citrat 
testgestellt, aber nicht weiter beriicksichtigt, im Vergleich zu den Versuchen d—g 


Eine quantitative Abscheidung der Citronensdure ist demnach 
nach folgendem Verfahren méglich: Die Lésung der Citronenséure 


wird mit einem UberschuB von Ca-Acetat oder CaCl, versetzt, wahrend 
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des Kochens mit Ammoniak neutralisiert und sodann mit der etwy 
dreifachen Menge 96proz. Alkohols versetzt. Das ausgefillte Ca-Citra: 
wird nun filtriert, mit etwa 50- bis 60proz. Alkohol gewaschen und |» 
130° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Der bei dieser Methoc 
gemachte Fehler betrigt kaum mehr als 3 Proz. und bleibt meis: 
darunter, insbesondere bei heiBer Fillung. Die ohne Beriicksichtigung 
der mit Alkohol erzielten Ausfallung ausgefiihrten Versuche (a bis , 
ergaben drei- bis fiinffach so groBe Fehler und in allen diesen Ver. 
suchen trat im Filtrat auf Alkoholzusatz eine starke Fallung von (‘s. 
Citrat ein. 

Fiir die Analyse der Kulturfliissigkeiten mute jedoch auch dies 
Methode fallen gelassen werden, da bei eventueller Gegenwart von Glucor 
saéure diese auf Alkoholzusatz ebenfalls als Ca-Salz ausfallt. Ich teile aber 
diese Methode hier mit, da sie in Fallen von Wert sein wird, bei denen kein 
weiteren durch Alkohol ausfallbaren Substanzen vorhanden sind. Di 
urspriingliche Anwendung dieser Methode fiihrte jedoch zur Feststellung 
reichlicher Mengen einer Substanz, die als Ca-Gluconat erkannt wuri 
(s. vorlaufige Mitteilung), noch bevor die Arbeiten von Molliard (1924 
sowie von Falck und Kapur (1924) erschienen waren. 

Fiir die Bestimmung der Citronensaure in den Kulturfliissigkeite 
wurde schlieBlich folgender Weg eingeschlagen, der dem Verfahren 
von Butkewitsch analog ist und bei einiger Ubung und Erfabrung auch 
ganz brauchbare Resultate licfert (etwa 3 bis 4 Proz. Fehler). Di 
citronensaurehaltige Liésung wird mit einem Uberschu8 von CaCl, oder 
Ca-Acetat versetzt, wihrend des Kochens mit Ammoniak schwach 
alkalisch gemacht und nun ldngere Zeit im Sieden gehalten. Hierbe 
falit bereits die gréBte Menge der Citronensaure als Tricalciumcitrat 
kristallinisch aus; die Lésung wird nun am Wasserbad noch weiter 
eingedampft, sodann kurz aufgekocht und heiB filtriert. Darauf wird 
zunichst mit heiBem Wasser und schlieBlich mit 60proz. Alkohol nach. 
gewaschen und der Niederschlag bei 130° getrocknet. 


+ : - 
b) Uber die Trennung der Oxal- und Citronensaure. 


Es sollte eine allgemein anwendbare Methode zur Trennung der beicle: 
Sauren als Ca-Salze ausgearbeitet werden. Fiir die Trennung kamen Essig- 
siure und Salzsadure in Betracht, und zwar nur in der Hitze. da be- 
kanntlich bei den Fallungen von Ca-Oxalat in der Kalte dasselbe auc! 
nach langem Stehen wegen seiner mikrokristallinen Beschaffenheit fast 
unfiltrierbar ist. 


Fiir jeden Versuch wurden je 10 cem genau 2proz. Lésungen von Oxa 
und Citronenséure verwendet, also 0,2g Oxal- und 0,2g Citronensaure, 
entsprechend 0,2317 g Ca-Oxalat (mit 1 Mol H,O, enthaltend 61,62 Proz 
Oxalsaiure) und 0,2370g¢ Ca-Citrat (kristallwasserfrei). Die Ergebnis~ 
gehen aus der Tabelle II hervor. 
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Tabelle II. 





Versuchs-Nr. i m 


Trennung mittels .. Essigsaure Salzsaure 
Fallungsmittel (koch.) 10ccem Ca-Acetat (10proz.) 10cem CaCl, (10proz.) 
Ammoniak (l0proz.) . —_— — neutr. _- neutralisiert 
Zusatz von Essig- bzw. 

Salzsfure ..... 5ccm 2cem 20proz. 


10 proz. . . 
Essigsaure Salzséure 


Freie Séure in . Proz. 13 13 26 08 05 
Waschfliissigkeit . . . Wasser | Essigsaure (2,5 proz.) Wasser 
Ca-Oxalat bei 100° ge- 

trocknet.....8 0.2562 02425, 0.2369 0.2190) 0.2305 0.2289 
Fehler in . .g + 0,0245 + 0,0108 + 0,0052  — 0,0127|- 0,0012 — 0,0028 
, ae ng Proz. +106 +47 +22 58 -051 -12 
Gehalt des Niederschl. 

an Oxalsdure Proz. —*) —*) | 61,96 61.77 61,68 
Ca-Citrat, nach Ein- 

engen des Filtrats 

bestimmt nach Ver- 

such d bzw. f . .g _ — 0.2306 — 0.2330 0.2347 
Fehler in ven - — — 0,0064 — 0,0040 0,0023 
- «se eee — — -— 2,70 — -168 |-0,97 


*) Eine Gehaltsbestimmung wurde hier unterlassen, da der Ca-Oxalat-Niederschlag Ca-Citrat 
enthielt und daher die Titration mit K MNO, keinen brauehbaren Wert ergeben konnte. 

Es zeigt sich demnach, daB die Trennung der Oxal- und Citronen- 
siure mittels Essig- oder Salzsiure unter Einhaltung Sestimmter Be- 
dingungen (Versuch k und m) recht gut gelingt. Bei Anwendung von 
Essigsiure wird stets etwas Ca-Citrat mitgefallt, wie aus den zu hohen 
Werten fiir Ca-Oxalat hervorgeht, dagegen ist bei Anwendung von 
Salzsiure eine véllige Abtrennung des Ca-Citrats méglich, wobei meist 
nur geringe Mengen von Ca-Oxalat in Lésung gehen. 


*s ; , . 
ec) Uber die Abscheidung und Bestimmung der Gluconsaure. 


Fir die méglichst quantitative Bestimmung der Gluconsaure 
wurde folgendes Verfahren eingeschlagen : Nach der Entfernung eventuell 
vorhandenen Ca-Oxalats und Ca-Citrats wird die Fliissigkeit zunachst 
auf dem Wasserbad stark eingedampft, und zwar so weit, daB sie noch 
leicht fliissig bleibt, also nicht bis zur Sirupkonsistenz, wie Falck und 
Kapur (7) angeben. Nun wird die Fliissigkeit mit 96proz. Alkohol 
gesittigt, also so lange mit dem Alkoholzusatz fortgefahren, als sich 
die entstehende Fallung in der Warme eben noch auflést. Sodann wird 
das ganze in einem verschlossenen GefaB etwa 24 Stunden in der 
Kalte stehengelassen. Wiahrend dieser Zeit kristallisiert das glhuco- 
saure Ca in Form mikroskopischer Nadeln ziemlich quantitativ aus. 
Nach dem Filtrieren wird mit Alkohol nachgewaschen, bei 80° ge- 
trocknet und gewogen. Durch den weiteren Zusatz des Alkohols wahrend 
des Waschens erkennt man, ob noch weitere Fallung erfolgt und eine 
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Wiederholung des Verfahrens notwendig ist. Bei hoher Konzentrat joy 
erstarrt oft schon nach wenigen Stunden die ganze Lésung zu einem 
Kristallbrei. Von Wichtigkeit ist noch folgendes: Die Lésung darf 
nicht zu stark eingedickt sein, sonst fallt das Ca-Gluconat mit Zucker 
vermengt als sirupése Masse aus, desgleichen, wenn ein Uberschu{ 
von Alkohol verwendet wird. Der noch vorhandene Zucker ist inso- 
fern von EinfluB, als er proportional seiner Menge auf die Kristallisation 
hemmend wirkt. Wenn der Zucker sehr stark verharzt ist, kann die 
Kristallisation des Ca-Gluconats fast véllig verhindert werden. 


3. Physiologischer Teil. 
a) Einige allgemeine Faktoren der Saéurebildung. 

1. Art und Herkunft des Pilzstammes. Zu Beginn der Untersuchungen 
stand nur ein Stamm von Aspergillus niger zur Verfiigung, bei dem sic! 
herausstelite, daB er so gut wie keine Citronensadure zu bilden vermochite. 
dagegen war seine Befahigung zur Gluconsaéurebildung sehr stark aus- 
gepragt (s. vorlaufige sowie nachste Mitteilung). Dieser Stamm wurde fiir 
die nachst folgenden Versuche sowie auch fast ausschlieBlich fiir die Ver- 
suchsserien der zweiten Mitteilung verwendet. In einer spateren Mitteilung 
iiber die ,,Saurebildung durch verschiedene Pilzstimme“* wird im engeren 
Zusammenhange der Einflu8 und die Vorbehandlung der Pilzstamme auf die 
Richtung und Intensitat der Saurebildung systematischer besprochen werden. 

Welch bedeutenden Einflu8 der jeweils verwendete Pilzstamm auf die 
Saurebildung hat, geht neuardings aus der Feststellung von Wehmer (1926) 
hervor, daB sein Citronensaurebildner aus Ca-Gluconat Ca-Citrat zu bilden 
vermag, wihrend dies mit anderen Pilzstimmen nicht gelang. 

In diesem Zusammenhange médchte ich darauf hinweisen, daB die 
Pilzstamme, die Wehmer als ,,Oxalsdurebildner** bezeichnet, wahrscheinlich 
auch zumeist ,,Gluconsaurebildner“ sind; denn die von Wehmer hinsichtlich 
der ,,Oxalsaiurebildner“* gemachten Befunde sind meist an sehr alten Kulturen 
gewonnen, so daB die anfangs wohl gebildete Gluconséure bereits langst 
weiterverarbeitet ist. 

2. Der EinfluB der Ausdehnung der Pilzdecke und der Schichthéhe der 
Kulturflissigkeit auf die Sdurebildung. Nach Buchner und Wiistenfeld (14) 
ist die Schichthdéhe ,,fiir den Gaswechsel und Sauerstoffbedarf der Mycel- 
pilze von Wichtigkeit“. Diese Autoren stellten fest, daB bei Gegenwart 
von CaCO, in der Kulturfliissigkeit eine geringe Schichthéhe die Saure- 
bildung begiinstigt. Dies steht weiterhin in Zusammenhang mit der Frage, 
ob beziiglich der Wirksamkeit der Pilzdecke eine Beziehung zwischen deren 
Ausdehnung (Oberflachenentfaltung) und der Menge der Kulturfliissigkeit 
besteht. Wie ich der, nach Durchfiihrung meiner diesbeziiglichen Versuche 
erschienenen Mitteilung von Falck und van Beyma thoe Kingma (1924 
entnehme, konnten diese Autoren feststellen, da8 die Saurebildung pro- 
portional der OberflachenvergréBerung der Pilzdecken zunimmt. Trotzdem 
teile ich meine diesbeziiglichen Erfahrungen mit, da sie mit einem Pilz 
gemacht wurden, der nur Gluconsaure bildet und da sie bereits unter Zu- 
grundelegung der ,,Methode der fertigen Pilzdecken“* durchgefiihrt sind 
und daher in der Versuchsanordnung von Falcks Versuchen abweichen. 

In Versuchsreihe 1 wurde die Frage nach dem Zusammenhang zwischen 
der Ausdehnung der Pilzdecken und deren Saéurebildung untersucht. 
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In Erlenmeyerkolben verschiedener GréBe (300 und 500 cem) wurden 
die Pilzdecken zunachst zur Entwicklung gebracht (Nahrlésung: 50 oder 
100cem Fliissigkeit, 10 Proz. Rohrzucker, 0,5 Proz. Pepton, 0,1 Proz. 
KH, PO,, 0,1 Proz. MgSO,; Temperatur 30°, Dauer 5 Tage); die Zusammen- 
setzung der zweiten Kulturfliissigkeit usw. geht aus Tabelle III hervor. 
Die Feststellung der Séuremenge erfolgte nur durch Titration mittels 
n/l10 NaOH-Lésung; Oxal- und Citronenséure waren nicht vorhanden, die 
Titrationsergebnisse kénnen daher auf Gluconséure bezogen werden. Die 
gleiche Kultur wurde zu einigen Titrationen nach verschiedenen Zeiten 
verwendet, indem jeweils 2 ccm Fliissigkeit der Kultur entnommen wurden. 
Es handelt sich nur um Vergleichszahlen, daher kann die Berechnung auf 
die Gesantfliissigkeit vorgenommen werden. 


Tabelle IIT. 














: Versuchsbedingungen Titrationsergebnisse 
sweite Verbrauch an n/10 NaOH; in der ersten 
3 Ausdehnung Kulturflussigkeit Spalte fur je 2 cem Flissigkeit ; in der 
3 || Kolben- er zweiten berechnet auf Gesamtflussigkeit 
3 groBbe Pilzdecke Rohrzucker Versuchsdauer 
6 com - 
? qem g Proz. 8 Tage 17 Tage 24 Tage 
l 300 35 50 5 10 | 28 70 3,56 89 | 3,7 93 
2 300 35 100 10 10 | 1,16 58 | 19 95 | 2,34 117 
3 500 70 100 10 10 || 3,12 | 156 | 3,17 | 130 | 3,28) 164 
— 300 35 50 610 | 20 | wurde unsteril 
4 300 35 100-20 20 1,6 80 | 2,54) 127 | 2.32) 116 
5 500 70 100 20 20 3,34 167 | 2.6 130 | 420 210 
4 r Vers Nr? 
a l 
3+ 
aie? 
yers— 
2+ 
AS 
i. 4 J 
Tage 8 77 24 
Abb. 1 


Ergebnisse der Versuchsreihe lI: 


1. Bei gleicher Menge der Kulturfliissigkeit und gleichem absoluten und 
relativen Zuckergehalt vermag eine Pilzdecke von annadhernd doppelter Aus- 
dehnung bedeutend mehr Saure zu bilden (vgl. Versuch 2 und 3 sowie 4 und 5). 

2. In gleich groBen Kolben, also bei annahernd gleicher Flachen- 
ausdehnung der Pilzdecken und gleicher Zuckerkonzentration, aber ver- 
schiedener Menge der Nahrlésung (und damit der absoluten Zuckermenge) 
liefert die Pilzkultur mit der geringeren absoluten Zuckermenge (Versuch 1) 
anfangs mehr Saure, wird aber spiter von der anderen Kultur iiberholt 
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(Versuch 2). Beziiglich des Prozentgehalts an Saure iibertrifft aber die erste 
Kultur bei weitem die zweite, wie aus Vergleich der Titrationsergebnisse 
fiir je 2ccm hervorgeht. 

3. Der Zusammenhang der relativen Saéurebildung mit der GréBe de: 
Oberflache einerseits und der Fliissigkeitsmenge andererseits wird durch die 
Kurvenfigur klar. In dieser kommen die nach einer bestimmten Anzah] 
von Tagen fiir je 2ccm Fliissigkeit gefundenen Werte der Aciditaét zur 
Darstellung. Die Menge der gebildeten Saure ist demnach direkt proportional 
der Oberflachenentfaltung der Pilzdecke, indirekt proportional der Schicht 
héhe der Kulturfliissigkeit. 

4. Es ergibt sich nun fiir die Versuchsanordnung selbst, daB bei Anwen. 
dung von Pilzdecken mit etwa 35qcem Oberflache (200- bis 300-cem-Kolben) 
50cem Kulturfliissigkeit hinsichtlich der Séurebildung giinstiger wirken, als 
die doppelte Menge; dies gilt bei Verwendung von Erlenmeyerkolben. 

3. Die Durchliijtung der Kulturen. Es handelte sich nun um die Frage, 
welchen Einflu8 der verfiigbare Sauerstoff hat, da ja die Saurebildung einen 
Oxydationsvorgang darstellt. Diese Frage wurde bisher nicht eingehender 
untersucht; Wehmer konnte feststellen, daB die Sauremenge erst in sauer- 
stoffarmer Luft erhebliche Werte erreicht. Falck und van Beyma thoe Kingma 
(1924) teilen mit, daB in Substraten, die mit Hohlraumen hinreichend durch. 
setzt sind, keine Gluconséure und nur wenig Citronensaure auftritt. 

In Versuchsreihe 2 wurden einige Experimente durchgefiihrt, die nur 
orientierenden Charakter haben und somit keine Entscheidung der Frage 
bringen sollten, welche O-Spannung im Versuchskolben fiir die Saéurebildung 
am giinstigsten ist. 

Versuchsanordnung. KolbengréBe 200ccm, Entwicklung der Pilz- 
decken wie in Versuchsreihe 1; zweite Kulturfliissigkeit: 50 cem 10proz. 
Rohrzuckerlésung, Temperatur 25°, Versuchsdauer 10 Tage. Bei Versuch 6 
wurden durch den Kolbenhals zwei Glasréhren gefiihrt ; das lange Glasrohr, 
dessen duBeres Ende an die Wasserstrahlpumpe angeschaltet wurde, endete 
unmittelbar oberhalb der Pilzdecke ; das kurze, durch das Luft in den Kolben 

gesaugt wurde, im Kolbenhals. Taglich wurde 10 Minuten lang Luft durch 
den Kolben gesaugt. Versuch 7 diente als Kontrollkultur (Tabelle IV). 





Tabelle IV. 

Versuchs«Nr. 6 7 
Pilzdeckengewicht . . g 0,758 0,796 
Se  eerithaie ste de ie ecm 49,1 111.3 
Ca-Gluconat ....g 1,05 2,49 
ah a 2.7 28 
Zuckerverbrauch . . g 2,3 2,2 


Ergebnisse der Versuchsreihe 2. Bei Gasaustausch, also Anwesenheit 
gréBerer O-Mengen in der Atmosphare ist die Saurebildung und -anhaufung 
in saurem Medium bedeutend geringer als in Kulturen, in denen nicht 
fiir einen Gasaustausch gesorgt wird. Die gebildete Saure wird wohl rasch 
weiter oxydiert, denn der Zuckerverbrauch ist in beiden Versuchen annahernd 
gleich. Oxal- und Citronensdure wurden nicht gebildet. 

4. Die Beziehung zwischen dem Gewicht der Pilzdecke und der Sdure- 
bildungs{ahigkeit derselben soll im nachsten Abschnitt sowie im Verlaufe 
der weiteren Untersuchungen festgestellt werden. 
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b) Bedingungen fiir die Ziichtung der Pilzdecken 

Es sollen hier in groBen Ziigen die Bedingungen fiir die Ziichtung gut 
,aurebildender Pilzdecken festgestellt werden. Es war zu erwarten, daBG die 
FErmahrung des Pilzes im Stadium seiner Entwicklung von Einflu8 auf 
sine spatere Leistungsfahigkeit hinsichtlich der Séurebildung sein miiBte. 
Nach den Ergebnissen von Buchner und Wiistenfeld (14) sind diinne Pilz- 
jiecken bedeutend wirksamer als dicke. Sie bringen dies in Beziehung damit, 
ia8 bei diinnen Pilzdecken eine bessere Durchliiftung méglich ist als bei 
licken, und weiterhin in Zusammenhang mit dem N-Gehalt der Kultur- 
flissigkeit, da bei N-Armut diinne, bei N-Reichtum dicke Pilzdecken ent- 
stehen. Die Frage, ob eine Zusammenhang zwischen Saurebildungsvermégen 
ind N-Gehalt der Pilzdecke besteht, lassen sie unberiicksichtigt. 

Bei Zuckerreichtum ist die Mycelentwicklung hauptsaéchlich vom 
N-Gehalt der Kulturfliissigkeit abhingig; es war demnach der Stickstoff 
der Hauptfaktor, der in den folgenden Versuchen zu variieren war, und zwar 
in qualitativer und quantitativer Hinsicht. 

In Versuchsreihe 3 wurde der EinfluB von N-Armut und N-Reichtum 
sowie organisch und anorganisch gebundenen Stickstoffs verghchen. In 
Zusammenhang damit sollte die Frage entschieden werden, welche Be- 
deutung dem Pilzdeckengewicht hinsichtlich der Saéurebildung zukommt, 
ob also bei gleicher Oberflaichenentfaltung ein dickes oder diinnes Mycel 
wirksamer ist. Weiterhin sollte die Wirksamkeit des Pilzes in erster und 
zweiter Kulturfliissigkeit verglichen werden. Alle Versuche wurden ohne 
Zusatz von CaCO, vorgenommen. 


Tabelle V. 


Versuchs-Nr 8 u 10 Ii 12 





Erste Kulturflussigkeit 
10 Proz. Rohrzucker, 0,1 Proz. KH, PO,, 0,05 Proz. Mg SO,, 0,01 Proz. CaCl, 50 com; 
Kolbengrébe 300 com 





Temperatur und Versuchsdauer rere. S Tage 25°, 12 Tage ei 

Vere rere eee Proz. 015 0,15 1,5 _ 

a , Proz 0,1 1 
Analysenwerte 

Pilzdeckengewicht .....g 1,025 | 0,658 1491) 0831; 0,935 

Ras 4 ss + 0 se Oe ee 1365 100,2 43,25 | 66,46 

Ca-Oxalat.........g! 0,103] 0,095; 0321 6 | @ 

A 0,087 0,069 0,103 0.070 0.062 

Ca-Gluconat*) (berechnet) . g 1,77 2,56 0,85 0,77 1,30 


Zweite Kulturflussigkeit 
10 Proz. Rohrzucker, Temperatur 25°, Versuchsdauer 10 Tage 


Analysenwerte 


Pilzdeckengewicht .....g — 0,789 2,175) 0942 1,605 
Zuwachs an Mycel. ... .@ _ 0,131 0684 O111 0670 
ae — 115. 102,2 112.0 87.5 
Aciditat, berechnet auf lg — 

Rs sittin ess 6 OD —_— 146.1 46.99 1188 54.5 
Rs ck se 5 hl welll — 0,073 0,184 4“ 0 
Ca-Gmmeomat. ......-8 — 2,36 1,73 2.51 1,96 
eS — 1,64 0,30 1,98 1,05 
Zuckerverbrauch .....2 — 3,36 4,70 3,02 3,95 


*) Die Berechnung geschah aus dem Rest der Aciditit, also nach Umrechnung von Ca- 
Oxalat und Ca+Citrat auf freie Siure und Subtraktion der gefundenen Werte von der Gesamtaciditat 
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Ergebnisse der Versuchsreihe 3. 

1. Das Gewicht der Pilzdecken ist bei Darbietung reichlicher Pepton. 
mengen am héchsten (Versuch 10); bei héherer Temperatur erreicht das 
Pilzdeckengewicht bereits nach 7 Tagen einen bedeutend héheren Wer 
als in einer analogen Kultur, bei tieferer Temperatur nach 12 Tagen (vg 
Versuch 8 und 9). 

2. Bei N-Armut in der ersten Lésung tritt in zweiter Kulturfliissigkei; 
auf reiner Zuckerlésung nur ganz unbedeutender Mycelzuwachs ein, be; 
urspriinglichem N-Reichtum ein sehr erheblicher (Versuch 10 und 12): 
es findet wohl zunachst eine N-Speicherung in irgend einer Form statt, 
wodurch das nachtriagliche weitere Wachstum ermdéglicht wird. 

3. Die Saurebildung ist bei Gegenwart von Pepton bedeutend starker 
als bei Gegenwart von Ammonsulfat, wahrscheinlich weil dieses infoly: 
der frei werdenden Mineralséure einen hemmenden Einflu8 auf die Siure. 
anhaéufung ausiibt, waihrend aus Pepton Ammoniak gebildet wird, das 
eher die Saéureanhaufung begiinstigt. Diese Einfliisse verschwinden hac! 
Auswechslung der Kulturfliissigkeit. 

4. Hinsichtlich der Wirksamkeit der Pilzdecken bezogen auf 1 g Myce| 
kann ich fiir Aspergillus niger bestatigen, daB das Mycel bei N-Armut zur 
Entwicklung gebrachter diinner Pilzdecken bedeutend wirksamer ist, als 
das starker; so vermag z. B. 1g eines Mycels, das bei Peptonarmut zw 
Entwicklung kam, dreimal so viel Séure anzuhaufen (bezogen auf ,,Aciditat 
als ein bei Peptonreichtum zur Entwicklung gelangte. Dies bezieht sic! 
jedoch zunachst nur auf saure Kulturfliissigkeit und ist entweder daraui 
zuriickzufiihren, da®B die kraftige Pilzdecke die gebildete Saure auch rascher 
verzehrt oder daB ein soleches Mycel iiberhaupt nur weniger Gluconsaure 
zu bilden vermag. Diese Frage wird spiter entschieden werden. 


4. Die Methodik fiir die Untersuchung der Séurebildung (Zusammenfassung). 

Im folgenden werden die bisherigen Ergebnisse kurz zusammen- 
gefaBt, soweit sie fiir die Ausarbeitung einer Methodik zum Studium 
der Saurebildungsvorginge durch Pilze von Wichtigkeit sind. 


a) Versuchsanordnung. 

1. Die Grundlage fiir die folgenden Untersuchungen bildet die in 
Abschnitt C, 1 erérterte und beschriebene Methode der fertigen Pilz. 
decken. Nur vergleichsweise kommt daher die Untersuchung der Siure- 
bildung in ,,erster Kulturfliissigkeit“ in Betracht. 

2. Bei Verwendung von Erlenmeyerkolben von 200 bis 300 ccm 
Inhalt sind entsprechend den Ergebnissen der Vorversuche als ,,erste 
Kulturfliissigkeit*’ 50 cem einer Nihrlésung zu verwenden, die meist 
folgende Zusammensetzung hat: 10 Proz. Rohraucker, meist 0,1 bis 
0,2 Proz. Ammonnitrat (bzw. Ammonsulfat oder Pepton), 0,1 Proz 
KH,PO,, 0,05 Proz. MgSO,; als Reizstoffe zur Beschleunigung des 
Wachstums wurden 0,01 Proz. CaCl, oder 0,002 Proz. FeCl, zugesetzt, 
und zwar auf Grund von Erfahrungen, die in dieser Zeit im hiesigen 
Institut gemacht wurden (Niethammer (1925) (18). 
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In erster sowie zweiter Kulturfliissigkeit wurde, trotz der damit 
verbundenen Vorteile, nicht Glucose verwendet, da das reine Produkt 
wegen des hohen Preises nicht in Betracht kam und da andererseits 
die Verwendung technischer Glucose den Zweck nicht erfiillt hatte; 
daher wurde weiBer Kandiszucker fiir die Untersuchungen bevorzugt. 

3. Die Impfkulturen werden am besten auf einer feuchten Mischung 
von Brot- und Torfmull zur Ausbildung gebracht, da die Pilze darauf 
sehr reichliche Sporenmengen bilden. Die Impfung wird am vorteil- 
haftesten in der Weise vorgenommen, daB die Sporen in sterilisiertem 
Wasser aufgeschwemmt und hiervon 2 bis 3ccm in jeden Kolben 
gegossen werden. Nur eine sehr reichliche Impfung gewahrleistet die 
rasche Ausbildung einer gleichmaBigen, vdéllig geschlossenen Pilz- 
decke. 

4. Die Pilze wurden meist bei einer Temperatur von 30 bis 35° 
zur Entwicklung gebracht; nach 3 bis 4 Tagen ist in der Regel schon 
eine geschlossene Pilzdecke vorhanden, die nun zur weiteren Ver- 
wendung in zweiter Kulturfliissigkeit, also fiir die eigentlichen Versuche 
benutzbar ist. 

b) Chemisch-analytische Methodik. 

Die Analyse der Kulturfliissigkeiten erfolgt am besten in folgender 
Weise : 

1. Abtétung der Kultur im Sterilisator, Filtration, Bestimmung des 
Pilzdeckengewichts nach dem Trocknen bei 80°; Filtrat durch Waschwasser 
auf 100 ccm aufgefiillt. 

2. 10 ccm der Fliissigkeit zur Bestimmung der Aciditat durch Titration 
mittels einer n/10 NaOH-Lésung; der gefundene Wert auf die Gesamt- 
fliissigkeit berechnet und in Kubikzentimetern verbrauchter n/10 NaOH- 
Lésung ausgedriickt (in allen Tabellen). 

3. 50 ccm zur Bestimmung der Oxal-, Citronen- und Gluconséure nach 
dem in Abschnitt C 2 gegebenen Verfahren ; eventuelle Parallelbestimmungen 
an weiteren 20 ccm der Fliissigkeit. 

4. 10 ccm bei Versuchen, mit CaCO, oder CaO zur Trockne verdampft 
und nach dem Verbrennen und Gliihen die CaO-Menge festgestellt. Hier- 
aus konnte das vorhandene gluconsaure Ca im Vergleich zu der bestimmten 
Menge berechnet werden; in saurer Kulturfliissigkeit kann zur Berechnung 
die Aciditét herangezogen werden. 

5. Je nach der vermuteten Zuckermenge werden 1 bis 10 ccm der 
Fliissigkeit auf 50 ccm aufgefiillt und nun in 5 bis 20 cem der Lésung die 
vorhandene Zuckermenge nach Bertrands Verfahren festgestelit nach 
eventueller Inversion derselben mit Salzsaure. 

6. Eventuell vorhandene Niederschliige von Ca-Oxalat und Ca-Citrat 
sind durch Digerieren der Pilzdecken mit verdiinnter Salzséure zu gewinnen 
und in der bekannten Weise zu bestimmen. 

7. Unverbrauchtes CaCO, kann in der Weise bestimmt werden, da8 
zur Extraktion eine bestimmte Menge normaler Salzsiure verwendet und 
deren Uberschu68 mit normaler Natronlauge zuriicktitriert wird ; die Differenz 
ergibt die noch vorhandene CaCO,-Menge. 
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c) Wege fiir die folgenden Untersuchungen. 


Ich méchte nun noch auf die prinzipiellen Untersuchungsméglich. 
keiten hinweisen, die sich durch Anwendung der ,,Methodik der fertigen 
Pilzdecken“ ergeben. Es erscheinen hierdurch vornehmlich zwei Weve 
geebnet, die bei den weiteren Untersuchungen einzuschlagen sind: 

1. In bestimmter Weise zur Entwicklung gebrachte Pilzdecken 
kénnen hinsichtlich ihrer Saurebildung unter Bedingungen studiert 
werden, die sonst nicht zuginglich sind, da unter diesen Bedingungen 
kein Wachstum erfolgen kann. Hierher gehért die Anwendung alkalischer 
Kulturfliissigkeit ; dies soll im Hinblick auf die Bildung der Gluconsaure 
in der nachsten Mitteilung behandelt werden. Weiterhin ist die Frage, 
welchen EinfluB Reiz- und Giftstoffe auf die Siurebildung haben, 
gleichfalls nur mit Hilfe dieser Methodik zu beantworten, da_ver- 
schiedene Giftstoffe das Wachstum des Pilzes bereits stark hemmen, 
wahrend sie von den fertigen Pilzdecken noch gut vertragen werden; 
hieriiber soll eine spitere Mitteilung handeln. 

2. Eine zweite prinzipielle Méglichkeit, die sich durch die ver- 
wendete Methodik ergibt, ist die, daB die Pilzdecken unter verschiedenen 
Bedingungen zur Entwicklung gebracht und nun unabhangig von den 
Wachstumsfaktoren wieder unter anderen Bedingungen hinsichtlich 
ihrer Saurebildung untersucht werden kénnen. Dies muB die Grund- 
lage fiir die Klarung der Saurebildungsfaktoren bilden, indem nun in 
zweiter Kulturfliissigkeit der EinfluB von N, P usw., sowie die Bedeutung 
der Reaktion der Kulturfliissigkeit fiir die Saurebildung festgestellt 
werden kann; dies wird der Gegenstand einer weiteren Mitteilung sein. 
Erst nach Klarung dieser Fragen wird der Versuch unternommen 
werden, den Chemismus des Prozesses der Saurebildung, insbesondere 
im Hinblick auf die Citronensiure, aufzukliaren. 
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Uber die Siurebildung durch Aspergillus niger. 


II. Mitteilung: 
Die Bildung der Gluconsiure. 


Von 
K. Bernhauer. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der deutschen Universitat 
in Prag.) 


(Eingegangen am 29. Marz 1926.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Das Vermégen zur Oxydation von Glucose zu Gluconsiiure durch 
eine Anzahl von Mikroorganismen aus der Gruppe der Essigsaéure- 
bakterien ist schon lange bekannt. Dariiber aber, daB auch in Schimmel- 
pilzkulturen Gluconséure auftreten kénne, finden sich in der Literatur 
vor dem Jahre 1922 keinerlei Aufzeichnungen. Ziemlich gleichzeitig 
scheinen iiber dieses Thema Molliard, Butkewitsch, Falck und seine 
Mitarbeiter sowie der Verfasser gearbeitet zu haben. 


Es wurde schon darauf hingewiesen, daB infolge unvergleichbarer und 
auch teilweise ungenauer Grundlagen die Anschauungen dieser Forscher 
nicht in Einklang gebracht werden kénnen. Molliard (1922 und 1924) (1) 
halt dafiir, daB die Bildung von Gluconsaure durch allgemeinen Nahrsalz- 
mangel hervorgerufen werde. Falck und Kapur (1924) (2), die bei Gegen- 
wart von CaCO, arbeiteten, geben an, da8 Gluconsaure bei hoher Zucker- 
konzentration (15 Proz. Glucose), verhaltnismaBig niedrigem Stickstoff- 
gehalt (0,16 Proz. NH,NO,) und relativ niedriger Temperatur (22°) reich- 
lich entstehe. Diese Autoren halten die Uberfiihrung von Glucon- in Citronen- 
saure durch den Pilz fiir wahrscheinlich, da in den Kulturen stets zunachst 
Gluconséure auftritt und erst spiter die Citronensiuremenge bei stetem 
Riickgang der ersteren anwiachst. Einen experimentellen Nachweis der 
Bildung von Citronenséure aus Gluconséure unter Ausschlu8 jeglicher 
sonstigen Kohlenstoffquelle erbrachte erst Wehmer (1925)(3). Ob dies 
jedoch als ein Beweis dafiir anzusehen ist, daB die Gluconséure auch bei 
der Bildung von Citronenséure aus Zucker ein Zwischenprodukt darstellt, 
mu8 noch dahingestellt bleiben. Ich komme auf diese Frage noch in einer 
spiteren Mitteilung zuriick, doch sei schon hier darauf hingewiesen, da8 
Aspergillus niger beispielsweise aus Glycerin oder Arabinose bekanntlich 
woh] Citronensdure, jedoch keine Gluconsaure zu bilden vermag, woriiber 
ich sp&ter ausfiihrlicher berichten werde. Dies deutet schon darauf hin, 
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daB die Gluconséure kein notwendiges Zwischenprodukt bei der Bildung = 
der Citronenséure aus Zucker darstellt!). Nach Butkewitsch (1924) (4) 
endlich entsteht bei niedriger Aciditat, besonders bei Gegenwart von Ca(( 
vornehmlich Gluconséure, wahrend bei hoher Aciditét Citronensiyy, 
auftritt. 

In den hier folgenden Versuchsreihen wurde ein Pilzstamm ver. zun 
wendet, der héchstens Spuren von Citronen- und fast ausschlie(}\ic/ 
Gluconsiure zu bilden vermag. Durch Ausschaltung der Bildunys. mm 
bedingungen fiir Citronensiure wurde die Frage nach der allgemeine; | 





ted : : . * ug 
Saurebildung in die engere und deshalb scharfer faBbare der Bildung an 
von ausschlieBlich Gluconséiure umgestaltet und so zunachst eine klar 
Feststellung des zeitlichen Verlaufs der Bildung dieser Saure gewonnen 
ferner aber auch méglich gemacht, experimentell nachzuweisen, wan 
Verstarkung und wann Hemmung der Gluconsaurebildung stattfindet als 
Besonders reich an Ergebnissen war das Studium des Verhaltens voll. a 
entwickelter Pilzdecken in alkalischen Kulturfliissigkeiten. ot 
A. Siurebildung in urspriinglicher Kulturfliissigkeit. shu 
Hinsichtlich des Verhaltens des Pilzes in erster Kulturfliissigkeit b erh 
Abwesenheit von Basen kann auf Versuchsreihe 3 (J. Mitteilung) verwiesen wit 
Tabelle I. 
; Vereuhonummer 266 © 2 ees 13 14 15 16 17 18 
. Versuchsbedingungen. Erste Kulturfliissigkeit. Nahrlésung : 20 Proz. Rohrzucker, 0,1 Proz. (NH, }, SO, 
0,1 Proz. KH, PO,, 0,05 Proz. MgSO,. KolbengréBe: 200 ccm. Fliissigkeitsmenge 50 ccm 
Versuchsdauer : 34 Tage 
Pilzstamm ... . «me moe Gluconsaurebildner Citronensaurebildner 
POMPOM. cw eee te 18—21° 8—10' 18—21° S—10 
CaCO; . . x 6 6 & & 4 g “ . ” ” 3 
Analysenwerte. — 
Pilzdecken (extrah.) . . g | 0.723 0,715 | 0,631 0,840 | 0,843 0513 he 
Unverbrauchtes CaCO, g —- 1,35 — — 0,85 - 
Aciditét ...... cem | 1297 4 51,7 214.6 ] 34.6 
CaO in der Fliissigkeit g =. 0,916 — —_ 0,664 -_ 
Cutvut .....+-8 0 0,342 4 0 0,158 ) Ver 
ae 4 " " 1459 1,564 | 0,289 | 
Ca-Gluconat | P&st-. - - & 2,778 696 | 0,729 0,578 4,43 " - 
| ber.*) . . g 2,90(Ac) 7,08 (Ca) 1,15 (Ac) 0,655(Ac) 5,25(Ca), 6 (Ac od 


*) Zur Kontrolle der fiir CaeGluconat gefundenen Werte wurden diese noch in entsprechender 
Weise berechnet; wie ist durch folgende Buchstaben angedeutet, die gleichtalls fiir alle anderen 
Tabellen gelten: Ac = aus der Aciditit berechnet, Ca = aus der CaO-Menge in der Fliissigkeit, Vv 
B = aus dem Verbrauch an zugesetzter Base. Bei gleichzeitigem Vorhandensein von Oxal- oder ue 
Citronensaure muBten die betreffenden Werte in entsprechender Weise abgezogen werden. 


1) Die Tatsache, daB die Ausbeute an Citronenséure aus Gluconsaur Pi 
bedeutend geringer ist, als aus Zucker, scheint darauf hinzudeuten, dai §& Ac 
nur ein Teil des Molekiils der Gluconsdure zur Bildung der Citronensaur Ca 
verwendet werden kann (nach einem Zerfall in C,-Ketten). Diese Frag Zr 


werde ich in einer spéteren Mitteilung eingehender behandeln. Zr 
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werden. Es zeigte sich, daB8 der Pilz unter den gewahliten Bedingungen 


fast ausschlieBlich Gluconsaure bildet. 


In Versuchsreihe 4 wurde zur vorliufigen Orientierung das Verhalten 
ies Pilzes in urspriinglicher Kulturfliissigkeit bei Gegenwart von CaCO, 
und ohne dieses verglichen; weiterhin kamen zwei verschiedene Pilzstimme 
gum Vergleich sowie Temperaturen von 18 bis 21° und 8 bis 10°. 

Zunachst wurden alle Pilzdecken bei 30° zur Entwicklung gebracht 
md verblieben erst vom dritten Tage an bei der gewiinschten Temperatur 
s. Tabelle I). Bei Versuch 14 und 17 wurden am dritten Tage je 3g CaCO, 
gugesetzt, die iibrigen Versuchsbedingungen usw. gehen aus Tabelle I 
hervor. 


Ergebnisse der Versuchsreihe 4. 


1. Sowohl bei saurer Reaktion der Kulturfliissigkeit (Versuch 13, 15) 
als auch bei Gegenwart von CaCO, (Versuch 14) bildet der eine Pilz fast 
durchweg nur Gluconséiure, waihrend der andere Pilzstamm unter gleichen 
Bedingungen weniger Gluconsdure, aber auch gewisse Mengen Citronensaure 
bildet. 

2. Bei saurer Reaktion der Kulturfliissigkeit bildet der ,,Citronen- 
siurebildner“‘ fast nur Citronensiéiure, bei Gegenwart von CaCO, auch 
erhebliche Mengen Gluconsdéure; dies stimmt mit den Ergebnissen Butke- 
witschs tiberein. 

3. Bei tiefer Temperatur findet nur geringe Saéurebildung statt. 

4. Oxalséure wurde nur bei Gegenwart von CaCO, gebildet. 


B. Siurebildung durch entwickelte Pilzdecken. 
(In zweiter Kulturfliissigkeit). 


1. Sdurebildung in saurem Medium. 

In Versuchsreihe 5 wurde die Gluconsaéurebildung in reiner Rohrzucker- 
lésung nach verschiedenen Zeiten festgestellt. Die Bedingungen fiir die 
Entwicklung der Pilzdecken sowie die Ergebnisse gehen aus Tabelle IT 
hervor. 

Tabelle II. 





19 20 21 22 23 24 


Versuchsnummer......-..- 


Erste Kulturfliissigkeit: 10 Proz. Rohrzucker, 0,15 Proz. Pepton, 0,1 Proz. KHgPO,, 0,05 Proz. 
MgSO,, 0,01 Proz. CaCl. Fliissigkeitsmenge: 50 ccm. KolbengréSe: 300 com. Temperatur: 25° 
Versuchsdaver: 12 Tage. 


Zweite Kulturfliissigkeit: 20 Proz. Rohrzucker, 50 ccm. 


Versuchsdauer ....... Tage. 5 10 s.1 2 30 55 
Analysenwerte. 

Pilzdeckengewicht . . . g | 1,161 | 1,113 | 1,181 | 1,132 1,003 0,927 
Aciditét .. . .... .cem)| 81,62 | 1129 | 1393 154 204.7 1625 
best. at = _ = — | 3557 3,124 
Ca-Gluconat ins (Ac) g 152 | 212 264 | 288 39 392 
Zucker ae ee a g — 8,16 636 | 5,65 5.4 53 
Zuckerverbrauch . g — 1,84 3,64 | 4,35 46 4.7 
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Ergebnisse der Versuchsreihe 5. 


1. Unter den eingehaltenen Bedingungen vermag der verwenlete 
Stamm von Aspergillus niger fast nur Gluconséure zu erzeugen. Die Bildung 
von Citronensdure bleibt zweifelhaft und findet héchstens in Spuren statt: 
Oxalsaéure war nicht nachweisbar. 

2. Das Maximum der Saéuremenge wird erst um den 36. Tag herum 
erreicht, dann tritt ein allmahlicher Abfall ein, wahrend der Zuckergehalt 
fast konstant bleibt; es wird also die Gluconséure nun durch den Pilz ver. 
zehrt, nicht aber der noch reichlich vorhandene Zucker. 


In Versuchsreithe 6 wurde der Einflu8 der Zuckerkonzentration auf die 
Saurebildung bzw. Anhaufung festgestellt (Tabelle ITI). 


Tabelle Ill. 





Versuchsnummer ee eee 25 26 27 2 





Erste Kulturfliissigkeit wie in Versuchsreihe 5 L 


Zweite Kulturfliissigheit 





Rohrzucker as ao dues akan areas 10 lial Conall 
Vereuchedawer . 1.2 2 ee cee Tage 5 10 5 10 
Analysenwerte. 

Pilzdeckengewicht ......@2 0,705 0,797 1,160 1,113 
Aciditét . . . . . eem 66,17 111.3 81,62 112.9 
Ca-Gluconat, ber. (Ac) chee ae 12 2.04 1,52 2,12 
Zucker. . . : fDicticeiel 4,05 3,2 —- 8,16 
Zuckerverbrauch , Pd 0,95 18 — 1,84 


Die Zuckerkonzentration hat demnach auf die Saéurebildung durch 
den Pilz in saurer Kulturfliissigkeit keinen erheblichen EinfluB. 


2. Sdurebildung in alkalischem Medium. 


a) Verhalten der Pilzdecken gegeniiber Rohrzucker- 
lésungen mit verschiedenem CaO-Gehalt. 


Versuchsreihe 7. Erste Kulturfliissigkeit aus der Tabelle ersichtlich. 
Die zweite Kulturfliissigkeit bestand hier aus 10proz. Rohrzuckerlésung, 
die verschiedene Mengen von CaO gelést enthielt. Der CaO-Gehalt wurde 
so gewahlt, daB das Ca-Saccharat etwa 1/;, %, 1 (einbasisches) und 1% Teile 
(1\%basisches Ca-Saccharat) des vorhandenen Zuckers ausmachte. Die 
Herstellung der Lésungen erfolgte nach dem Verfahren von Lippmann (5) 
zur Herstellung von Ca-Saccharaten. Kulturdauer je nach dem vermuteten 
Fortschritt der Saurebildung. Zur dauernden Kontrolle der Reaktion der 
Kulturfliissigkeit wurde jeder Kolben mit einem Streifen Lackmuspapier 
versehen, und zwar in der Weise, daB derselbe in die Fliissigkeit reichte 
und oberhalb der Pilzdecke an der GefaiBwand festhaftete. Bei dieser 
Anordnung 146t sich der Verlauf der Neutralisation sehr gut verfolgen, 
und dies bildete die Grundlage fiir die Wahl der Kulturdauer bei den 
einzelnen Versuchen. 





1dete 
dung 
itatt: 


Tum 
shalt 


ver. 


f die 


ch. 
ng, 
rde 
“ile 
Die 
(5) 
ten 
ler 
eT 
ite 


sor 


en 


Saurebildung durch Aspergillus niger. II. 317 


Tabelle IV. 





Versuchsnummer ..... 29 » x 32 33 « 35 % 





Erste Kulturfliissigkeit: 10 Proz. Rohrzucker, 01 Proz. (NH yo SO,, 01 Proz. KH PO, 0.05 Proz 
Mg SO,,. 0,01 Proz. CaCly. Flissigkeitsmenge: 30 com. Kolbengrofe: 300 ccm. temperatur 35°. 
Entwicklungsdauer: 7 Tage. 


Zweite Kulturfliissigkeit: 10 Proz. Rohrzucker, 50 ccm. Temperatur: 25°. 


el «-% Aas ony 8 0,25 04 08 12 
Versuchsdauer. . . . Tage 3 12 7 | “2 12 4! 12 4) 
Analysenwerte. 

Pilzdeckengewicht 

und Ca-Oxalat . g_ s.Vers.54 2,576 s.Vers.65 1,736 1,9652,795 1,427 2,429 
Aciditét . . . . ccm 14.77 1849 1688 | 173,1 6 213 alkal. 13,7 
Ca-Oxalat in der 


Fliissigkeit tT “ 0,246 “ 7) 46 0292 4 0,056 
Ca-Gluconat, best. g 1393 2,862 0,952 3,562 08383345 4 3,788 
Ausbeute an Ca- 

Gluconat, ber. auf 

Zucker ... Proz. 27 57 19 71 16 = =©67 “” 


~1 
o 


Ergebnisse der Versuchsreihe 7. 


1. Die Pilzdecken ertragen sehr erhebliche Alkalimengen ohne dauernde 
Schidigung; dabei vermégen sie Ca-Saccharat als solches nur schwer 
anzugreifen, sobald der gesamte Zucker an CaO gebunden ist (s. Versuch 33 
und 35). Die Invertase vermag demnach auf Ca-Saccharat nur schwer ein- 
zuwirken'). In den Versuchen, die neben Ca-Saccharat auch freien 
Rohrzucker enthalten, vermag der Pilz aus diesem rasch Gluconséure zu 
bilden, durch die das vorhandene Ca-Saccharat zerlegt wird. 

2. Die Neutralisation verlief in folgender Weise: In den Versuchen 29 
und 30 war bereits wenige Stunden nach der Beschickung des Kolbens 
mit der zweiten Kulturfliissigkeit eine weiSe Triibung entstanden, nach 
24 Stunden befand sich ein weiBer Niederschlag in der Fliissigkeit, der sich 
als CaCO, erwies. Am zweiten Tage war das Lackmuspapier in der Héhe 
des Mycels bereits rot, am dritten Tage fast ganzlich rot und der Nieder- 
schlag verschwunden. In analoger Weise verlief die Neutralisation in den 
anderen Versuchen nur in entsprechend langerer Zeit und mit starkerer 
Abscheidung von CaCQ,. Bei den Versuchen 33 und 34 z. B. begann die 
CaCO,-Abscheidung erst am sechsten Tage. 

3. Unter den eingehaltenen Bedingungen vermag der Pilz reichliche 
Mengen von Gluconsaure zuniachst als Ca-Salz und spater in freiem Zustande 
anzuhaufen; z. B. 71 Proz. des verwendeten Zuckers bei Versuch 32. 

4. Im Verlaufe der Kulturen entstehen reichliche Mengen von Ca- 
Oxalat, das sich an und in den Pilzdecken abscheidet; diese zeigen daher 
einen starken Anstieg ihres Gewichts, da von einer Extraktion abgesehen 
wurde. 

5. Die Bildung von Citronensaure fehlt in allen Kulturen ganzlich. 


1) Nach Neuberg wirkt Invertase auch in alkalischer Lésung. Dies 
kann durch die beschriebenen Versuche bestatigt werden; keine oder nur 
sehr geringe Wirkung findet erst statt, sobald der vorhandene Zucker 
ginzlich als Ca-Saccharat vorliegt. Dieses Ergebnis wird weiter verfolgt. 
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b) Der zeitliche Verlauf der Séurebildung aus Rohrzuck: 
bei Gegenwart geringer CaOQ-Mengen. 
In Versuchsreihe 8 wurde die Saurebildung nach verschiedenen Zeite; 
festgestellt, und zwar bei 30°, im iibrigen unter analogen Bedingunvey 
wie zuvor (Tabelle V, Kurvenabbildung). 


Tabelle V. 





Versuchsnummer... . . 37 38 #9 a 41 42 43 44 
Erste Kulturflissigkeit wie in Versuchsreihe 7 
Zweite Kulturfliissigkeit: 10 Proz. Rohrzucker, 0.3 g CaO. Temperatur: #0 


Versuchsdaver .. . Tage 3 5 7 a 13 21 35 49 


Analysenwerte. 
Pilzd.u.Ca-Oxalat gz 1,002 0,822 1,103 1,187 1,584 1,654 1,886 1,573 
Aciditét . . . ecm 5,7 63.3 91.78 1002 1325 1095 1095 102s 
CaOin d. Fliissigk. g 0,238 0,232 0,234 0,180 0,135 0,128 0,116 Spuren 
Ca-Gliescant, best { 1380 2696 2,92 2,952 3,114 3,006 2,805 2,505 
acueeme, - &) 1350 2956 281 3,008 3,255 2763 — 
, ber.(Acu.CaO) g 19 3.07 3.6 3,38 3.78 3,17 3,08 2.70 
Zucker vor Invers. g 1,96 2.88 2,3 2.04 1,82 124 0,258 0.196 


~ nach , g | aos | 296 23 — — — 


Zuckerverbrauch. g 052 2,04 27 296 3,18 3,76 4,742 4,804 
Ausbeute an Ca-Glu- 


conat .. . Proz. 38 60 72 67 75 63 61 54 
5K 
‘ \ — + Pilzdecke t Ca Qealat 
\ —--— Ca Gluconat 
\ ——— Zucker 
#r | 
\ 











Abb. ! 


Ergebnisse der Versuchsreihe 8. 


Ein Vergleich mit den Ergebnissen der Versuchsreihe 5 zeigt sofort 
den bedeutenden EinfluB der Gegenwart von Basen. Wahrend hier cas 
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Maximum der Saurebildung bereits am 13. Tage erreicht ist, hatte dies 
i Versuchsreihe 5 bis zum 36. Tage, also dreimal solange gedauert. Die 
«hlieBlich erreichten Sauremengen sind ungefahr gleich, jedoch nicht gut 

nander vergleichbar, da verschiedene Zuckerkonzentrationen zur An- 
wendung kamen. Zweifellos hat die urspriingliche Gegenwart von Alkali 
isofern einen EinfluB, als die Saurebildung dadurch erheblich beschleunigt 
vird und auch nach der Neutralisation mit gleicher Intensitaét weiter geht, 
wie aus der Betrachtung der Kurvenabbildung mit gréB8ter Deutlichkeit 
ervorgeht; der Kurventeil fiir Ca-Gluconat zwischen dem dritten und 
inften Tage, also bereits nach erfolgter Neutralisation verlauft in der 
zleichen Richtung weiter wie bis zum dritten Tage. 


Der Einflu8S der Zuckerkonzentration auf die Saurebildung. 


In Versuchsreihe 9 kamen Zuckerkonzentrationen von 10, 15, 20 und 
40 Proz. bei Gegenwart entsprechender CaO-Mengen zum Vergleich. 

Hier wurden die Pilzdecken bereits am dritten Tage der Entwicklung 
suf die zweite Kulturfliissigkeit iibertragen. In Versuch 46 wurden weiterhin 
um zweiten und fiinften Tage noch je 0,3 g CaO zugesetzt, in Versuch 50 
noch 0,6g am vierten Tage. 


Tabelle VI. 





Versuchsnummer........-. 45 46 47 4s 49 SO 


Ersts Versuchsflussigkeit wie in Versuchsreihe 7. 
Zweite Kulturflussigkeit 


Rohbrzucker . . » 2 & eco eee 10 15 » ” 


ans oe 6 wees eeese 03 ah 0.45 0.6 1.2 12+ 06 


Versuchsdauer: 7 Tage. Temperatur »Y. 


Analysenwerte. 
Pilzdecke u. Ca-Oxalat . g 1,721 2,409 2.143 1,938 1417 0,995 
Aciditét ...... .com 94.2 a] 159.5 174 247 15,85 
CaO in der Fliissigkeit . g 0,037 | 0488 0,107 0,332 1,07 _- 
Ca-Gluconat, best. . . .g 2,316 | 3,398 3,749 5511 13,278 14,124 
. «als freie Saure 
4{ (Ac) ...g/i| 1,87 ” 3.2 3,46 4,9 — 
- tie Ca-Salz 
Zi (CaO) ..g2 023 | 3,77 0.8 265 83 — 
Summe 210 | 3.77 40 6,11 13,2 — 


0 ae 1,6 1,0 24 3,05 8.0 — 
Zuckerverbrauch ...g 3.4 4.0 49 6,95 12,0 — 
{usbeute an 

Ca-Gluconat . . . Proz. 42 75.4 53 61 66 70.6 


Ergebnisse der Versuchsreihe 9. 


1. Bei gleichem Verhaltnis von Zucker und CaO-Gehalt erfolgt die 
Bildung der Gluconsaéure auch bei verschiedenen Konzentrationen iiberall 
ziemlich gleichmaBig in gleicher Proportion. Die hier allgemein etwas 
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geringere Ausbeute an Gluconsiiure ist wohl auf die etwas abgedndertey 
Versuchsbedingungen zuriickzufiihren und hangt mit dem héheren Myce). 
gewicht zusammen, wie in einer spiteren Mitteilung gezeigt werden wird, 


2. Bei sehr hohen Zuckerkonzentrationen ist die Bildung von Oxal 
sdure fast véllig unterbunden. 
3. Bei weiterem Zusatz von CaO zur Kulturfliissigkeit (s. Versuch 44 


findet rascherer Zuckerverbrauch und raschere Gluconsdurebildung statt, 
doch ist hierbei bei niedriger Zuckerkonzentration auch die Oxalsaure. 


bildung erhdéht. 


d) Das Verhalten der Pilzdecken bei wiederholter ,,Ubertragunge« 
auf Rohrzuckerlésungen mit CaO. 


Versuchsreihc 10 (Tabelle VI11). 





Tabelle VII. 
Versuchsnummer ....... 5la*) 52b 53a 54b 55b 
Erste Kulturfliissigkeit wie in Zweite Kulturfliissigkeit Dritte Kulturflissigkeit —— 


VIED 7. 10 Proz. Rohrzucker, 03g CaO. Temperatur 30° 


Versuchsdauer e+ 6°. ™ Tage 9 u 3 7 7 
Analysenwerte. 

Pilzdecke u.Ca-Oxalat g -- — 1,062 — 1,443 

Aciditét .... .cem 81,24 91,39 4.94 61,0 72.07 


CaO in der Fliissigk., g 0.202 | 0,176 | 0302 0274 0,387 


Ca-Gluconat, best. - g | oa) oe | 2.418 <: 3.815 
, ber.(Acu.CaO) g 3,2 3.1 24 3,3 3,7 
Ausbeute an Ca-Gluco- 
ts s+ «@ > ee 64 62 48 66 74 


*) Die Buchstaben hier sollen andeuten, daB die Versuche 51 und 53 sowie die Versuche ‘2, 


54 und 55 jeweils zusammengehéren, d. h. mit der gleichen Pilzdecke ausgefiihrt wurden 


Ergebnisse der Versuchsreihe 10. 


1. Durch die wiederholte ,,Ubertragung“* der Pilzdecken auf Lésungen 
von Rohrzucker und CaO wird das Saéurebildungsvermégen des Pilzes in 
keiner Weise geschwacht, sondern es 148t sich im Gegenteil anscheinend 
eine erhéhte Fahigkeit zur Anhéufung der Gluconsaure feststellen (wobei 
allerdings auch beriicksichtigt werden muB, daB die vorhandene Gluconsaure 
bei Auswechslung der Kulturfliissigkeit nicht vollstandig ausgewaschen 
wird). Der CaO-Gehalt fallt langsamer ab, daraus kann man schliefen, 
daB der Pilz bei wiederholter Verwendung weniger Oxalsaure bildet. 


e) Das Verhalten der Pilzdecken gegeniiber Rohr- 
zuckerlésungen mit Natriumbicarbonat. 

In Versuchsreihe 11 wurde das Saéurebildungsvermégen der Pilzdecken 
in Rohrzuckerlésungen mit 2 Proz. NaHCO, bei 25 bzw. 30° untersucht; 
vergleichsweise wurde ein Versuch ohne und einer mit 4 Proz. NaHCO, 
durchgefiihrt (Tabelle VIII). 
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Tabelle VIII. 





Versuchsnummer .... . 56 57 58 59 oo 61 62 63 


Erste Kulturflissigkeit wie in Versuchsreihe 7. 


Zweite Kulturfliissigkeit : 10 Proz. Rohrzucker, 30 com 


Temperatur Te ver 2 tT 25' wy 25' 

MeMGQn. «1 ss ees g 2 2 4 

Versuchsdauer. . . . Tage 2 5 | 10 3 6 13 ‘ 5 
Analysenwerte. 

Pilzdeckengewicht g_ s.Vers.66 0,774 | 0,754 1,036 0,899 0,821  s.Vers.67 | 0,704 

Aciditét . . . ccm 6,33 33,23 1129 348 95,56 749 2184 | 66,17 

Ca-Oxalat ....g 0,223 0,128 0389 0,104 02910323 1,787 | @ 


Ca-Gluconat, best. g 1,429 2,042 3,005 2,389 2,941 2468 —*) (11053 
, ber.(Acu.B) g 184 | 265 33 | 28 346/295 | 311 1,2 
Zucker vor Invers. g 14 26 218 || 298| 252 1,9 2,15 | 4,05 
» nach , g 4.5? -- — |}312 — — —-— |— 
Zuckerverbrauch . g 0,5? 24 282 188 248 3,1 285 | 0,95 
Ausbeute an 
Ca-Gluconat Proz. 37 53 66 56 69 59 62 24 


*) Die Abscheidung des gluconsauren Ca gelang hier nicht, da auf Zusatz von Alkohol zu 
der Lésung trotz Gegenwart geniigender Caslonen nur das Na-Gluconat als dlartiger Kérper ausfiel 
und nicht zum Kristallisieren gebracht werden konnte. 


Ergebnisse der Versuchsreihe 11. 


1. Die Neutralisation des zugesetzten NaHCO, geht noch rascher 
vor sich als die einer aiquivalenten Menge CaO. 

2. Die Sdéurebildung ist bei Gegenwart von NaHCO, bedeutend 
erhéht, wie ein Vergleich der Versuche 57 und 63 zeigt; wihrend im ersten 
Falle der zugesetzte Zucker zu 53 Proz. in Gluconséure (als Ca-Salz in 
Rechnung gestellt) verwandelt ist, betrégt im zweiten Falle die angehaufte 
Séuremenge nur 24 Proz. des Zuckers; analog verhalt sich der Zucker- 
verbrauch: 48 zu 19 Proz. Die jeweilige Reaktion der Kulturfliissigkcit 
wurde hier wie friiher durch Einfiigen eines Streifens Lackmuspapier kon- 
trolliert. Die Lésungen waren zur Sterilisation kurze Zeit heiBem Dampf 
ausgesetzt und reagierten daher anfangs alkalisch, da Na,CO, gebildet 
worden war. 

3. Die Erscheinung, daB bei Gegenwart von Na-Ionen Oxalsdure 
auftritt, zeigt sich besonders deutlich bei hoher Konzentration von NaHCO, 
(4 Proz.) und ist wohl auf die leichte Weiterverarbeitung der Na-Salze, in 
diesem Falle des Na-Gluconats, durch den Pilz zuriickzufiihren. 

4. Bei 30° geht die Séurebildung noch intensiver vor sich als bei 25°; 
bereits am dritten Tage betragt die Ausbeute an Gluconsaéure 56 Proz. des 
verwendeten Zuckers. 


f)Das Verhalten der Pilzdecken bei ,,Ubertragung“ 
auf Zuckerlésungen mit CaO oder NaHCO, (zweite 
Kulturfliissigkeit) und dann auf reine Zucker- 
lésungen. 
In Versuchsreithe 12 wurden die Pilzdecken von den Versuchen 29, 31, 
56, 62 auf reine Rohrzuckerlésung gebracht (Tabelle IX). 


21* 
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Tabelle IX. 

Versuchsnummer ... . . ot 65 66 67 
Pilzdecke von Versuch . . 29 31 56 62 

3 Tage auf 7 Tage auf 2 Tage auf 8 Tage auf 
Vorbehandlung d. Pilzdecke 10 Proz. Rohr+ | 10 Proz. Rohre 10 Proz. Rohre 10 Proz. Rohr: 
in zweiter Kulturfliissigkeit zucker mit zucker mit zucker mit zucker mit 

025g CaO 04g CaO 2 Proz. NaHCO, 4 Proz. NaHCO 

Dritte Kulturfliissigkeit : 10 Proz. Rohrzucker. Temperatur : 25°. 
Versuchsdauer. . . . Tage 6 ee ieee 5 
Analysenwerte. 
Pilzdeckengewicht g 1,458 1,704 0,867 0,966 
ee (mit Ca-Oxalat) (mit CasOxalat) 
Aciditét ... ccm : 88,84 159.3 184.6 
Ca-Oxalat.....g 0,394 0,230 0,888 1,201 
Ca-Gluconat, best. . g 0,324 0,581 0,121 4 
, ber. (Ac) . g 0,58 1,04 6,39 4 


Ergebnisse der Versuchsreihe 12. 


1. Infolge des Verweilens der Pilzdecken auf alkalischer Rohrzucker- 
lésung wird die Richtung der Saurebildung stark verandert; die so vor- 
behandelten Pilzdecken bilden nun vornehmlich Oxalséure, wahrend 
normale Pilzdecken fast iiberhaupt keine Oxalsaure bei reichlicher Gegen- 
wart von Zucker bilden. 

2. Diese Erscheinung findet sich ganz besonders deutlich, wenn sich 
die Pilzdecke zuvor auf Rohrzucker und ziemlich viel NaHCO, (4 Proz.) 
langere Zeit (8 Tage) befand; in diesem Falle bildete die Pilzdecke keine 
Spur von Gluconséure mehr. Ich will vorlaufig keinen Versuch machen, 
dieses merkwiirdige Verhalten zu deuten, hoffe aber, in anderem Zusammen- 
hange (Einflu8 von Gift- und Reizstoffen auf den Stoffwechsel des Pilzes) 
in einer spaéteren Mitteilung darauf eingehen zu kénnen. 


C. Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse. 


1. Fir die vorliegenden Untersuchungen wurde ein ,,Gluconsiiure- 
bildner“ verwendet, der héchstens Spuren von Citronensiure zu bilden 
vermag. 

2. Die Anwendung der ,,Methodik der fertigen Pilzdecken“ er- 
méglicht es, das Verhalten des Pilzes bei alkalischer Reaktion der 
Kulturfliissigkeit zu untersuchen, also unter Bedingungen, die be- 
kanntlich kein oder nur sehr stark gehemmtes Wachstum gestatten. 
Es konnte festgestellt werden, daB noch recht erhebliche Mengen von 
Alkali von dem verwendeten Pilz gut vertragen werden ; das vorhandene 
Alkali wird durch Bildung von Gluconsiure rasch neutralisiert. Bei 
diesem Verfahren ist eine wiederholte Weiterverwendung der Pilzdecken 
ohne merkliche Abschwachung des Siurebildungsvermégens durch- 
fiihrbar, wenn weiterhin in dritter und vierter Kulturfliissigkeit Ca 0 
zugesetzt wird. 
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3. Unter giinstigen Bedingungen kann mit einer 70- bis 80proz. 
Ausbeute an Ca-Gluconat (berechnet auf Zucker) in 5 bis 7 Tagen 
gerechnet werden, und zwar nicht nur bei Verwendung von 10proz., 
sondern auch von 40proz. Rohrzuckerlésung. Bezogen auf die ver- 
brauchte Zuckermenge entspricht dies zumeist einer fast theoretischen 
Ausbeute. 

4. Die urspriingliche Gegenwart von Alkali tibt zweifellos eine 
teizwirkung aus, indem die Siurebildung dadurch in ihrer Intensitat 
bedeutend beschleunigt wird und auch nach der Neutralisation an- 
nihernd in gleichem MaBe weiter anhalt. 

5. Durch Verweilen der Pilzdecken auf Zuckerlésung mit freiem 
oder potenziellem Alkali (insbesondere bei Gegenwart von Na HCQs) 
erfahrt die Richtung der Siurebildung eine Anderung, und zwar so, 
daB bei nachtraglicher ,,Ubertragung“ der Pilzdecken auf reine Zucker- 
lésung vornehmlich und in bestimmten Fallen ausschlieBlich Oxalséure 
entsteht. 
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/. Theoretischer Teil. 
A. Erérterung der Bedingungen fiir die Citronensiiurebildung. 

Die wesentlichsten allgemeinen Fragen betreffend die Saurebildung 
durch Aspergillus niger habe ich bereits in meiner ersten Mitteilung (1) 
kurz besprochen. Was nun im besonderen die Bedingungen der Citronen- 
sdurebildung durch Aspergillus niger anbelangt, so méchte ich hier 
zunachst auf diese kurz zu sprechen kommen, soweit sie aus der vor- 
liegenden Literatur ersichtlich sind. Diese Angaben beziehen sich auf 
die Saurebildung in erster Kulturfliissigkeit. Diesbeziiglich stehen 
einander vornehmlich zwei Anschauungen gegeniiber. 

1. Nach der einen Ansicht stellt die Citronenséiurebildung einen 
anomalen Proze8 im Stoffwechsel des Pilzes dar und tritt unter ungiinstigen 


Ernaéhrungsbedingungen in Erscheinung. Maze und Perrier (1904) (2) 
stellten fest, daB in N-armer Nahrlésung reichliche Citronenséureanhaufung 
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stattfindet. Molliard (3) konnte zeigen, daB bei Gegenwart relativ hoher 
N-Mengen, aber ganz geringer sonstiger Salzmengen vornehmlich Citronen- 
saure gebildet wird, dagegen bei N-Mangel vorwiegend Gluconséure auftritt ; 
trotzdem entstehen aber in diesem Falie absolut gréBere Mengen von 
Citronensdure. Diese Ergebnisse wurden aus Versuchen mit saurer Kultur- 
flissigkeit gewonnen. 

2. In scheinbarem Gegensatz zu diesen Anschauungen konnte Butke- 
witsch (1922) (4) nachweisen, daB ,,sich die Citronenséure nicht nur bei den 
anormalen Entwicklungsbedingungen des Pilzes, welche Mazé und Perrier 
als die giinstigsten fiir ihre Anhaufung angibt, bildet, sondern auch bei den 
normalen, beim Uberschu8 aller notwendigen Nahrstoffe“ (1. c., 8. 340). 
Diese Ergebnisse beziehen sich auf Versuche, die bei Gegenwart von CaCO, 
durchgefiihrt wurden, und darin hat auch der scheinbare Gegensatz zu der 
ersterwahnten Anschauung seinen Grund, da die Séurebildung verschieden 
verlauft, je nachdem, ob die Versuche in saurer Kulturfliissigkeit oder bei 
Gegenwart von CaCO, durchgefiihrt werden. Aus Butkewitschs Ergebnissen 
scheint demnach hervorzugehen, daB die Bildung der Citronensaéure durch 
die Pilze keinen anormalen Vorgang, hervorgerufen durch ungiinstige 
Ernahrungsbedingungen, darstellt, sondern als normale Funktion der 
Pilze anzusehen ist, demnach die Bildung der Citronensdure nicht durch 
N-Mangel bedingt ist. 


Im allgemeinen werden vornehmlich folgende Umstande auf die 
Bildung bzw. Anhiufung der Citronensaiure von EinfluB sein: 
a) die Qualitaét des verwendeten Pilzstammes, 
b) die Zusammensetzung der Nahrlésung, und zwar 
1. Charakter und Konzentration der C- Quelle, 
2. der N- Quelle, 
3. der Nahrsalze ; 
c) die Reaktion der Nahrlésung, 
d) die Temperatur, 
e) der Sauerstoffgehalt im VersuchsgefaB. 


a) Die Qualitdt des Pilzstammes. Wie schon aus den Ergebnissen der 
vorigen Mitteilung hervorgeht, ist der jeweils verwendete Pilzstamm von 
groBter Bedeutung fiir die Saurebildung. In meinen bisherigen Mitteilungen 
iiber dieses Thema (5) verwendete ich vornehmlich einen Stamm von 
Aspergillus niger, der keine Fahigkeit zur Bildung von Citronensaure hatte. 
In der vorliegenden Mitteilung wurde ein Pilz untersucht, der Glucon- und 
Citronenséure zu bilden vermag. Die Verschiedenartigkeit des verwendeten 
Pilzmaterials scheint auch ein Grund dafiir zu sein, daB die Ergebnisse 
der einzelnen Autoren einander vielfach widersprechen und nicht miteinander 
vergleichbar sind. Welche Bedeutung die jeweils verwendete Pilzkultur 
hat, geht auch aus folgendem hervor: Buchner und Wiistenfeld (1912) (6) 
teilen mit, daB es ihnen gelungen ist, durch einmaliges Umziichten einer 
alten Kultur von Cytromyces pfefferianus auf N-armer, 20 Proz. Citronen- 
siure enthaltender Nahrlésung die Fahigkeit des Pilzes zur Citronensdéure- 
bildung auf ein Vielfaches zu steigern. Da gerade in der Wahl des Pilz- 
stammes einer der wichtigsten Faktoren des Saéurebildungsproblems zu 
suchen ist, ergibt sich auch aus dem Ergebnis Wehmers (1925) (7), daB nur 
ein bestimmter Aspergillus niger Citronensiéure aus Gluconséure bildete, 
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wahrend eine Anzahl anderer Stiémme diese Befaihigung nicht hatte. [,} 
méchte daher noch vorausschicken, daB die hier mitzuteilenden Ergebnisse 
zundchst nur auf den verwendeten Stamm Bezug haben; wieweit ein, 
Verallgemeinerung méglich ist, mu8 durch Untersuchung weiterer Pj}, 
stamme festgestellt werden. 

Ich verwendete fiir die folgenden Untersuchungen einen nicht weite; 
vorbehandelten Pilz, der aus einer Collection de l’Inst. Pasteur in Paris 
stammt, und den mir Herr Dr. Korinek in liebenswiirdiger Weise zur Ver. 
fiigung stellte, wofiir ich auch hier meinen Dank ausspreche. Die Uber. 
impfung der Sporen auf die Kulturfliissigkeiten geschah wie friiher wiever 
von Kulturen des Pilzes auf feuchter Brot-Torfmischung. 

In einer spateren Mitteilung komme ich auf die Frage der Verschieden 
heit der Pilzstiémme, sowie auf die Frage der Umziichtbarkeit eingehender 
zuriick. 

b) Die Zusammensetzung der Ndhrlésung. 1. Der Charakter der 
Kohlenstoffquelle ist, wie Butkewitsch (1923) (8) zeigen konnte, von ausschilag 
gebender Bedeutung fiir die Citronensaéurebildung. Er kam zu dem Ergebnis, 
daB die Bildung der Citronenséure nur aus ganz bestimmten organischer 
Stoffen erfolgen kann, wobei die Hexosen und ihnen nahestehende Substanzen 
besonders geeignet sind. Herzog und Polotzky (1909) (9) untersuchten di: 
Citronensiurebildung aus verschiedenem organischen Material durc! 
Citromyces. Uber die Frage nach der Verarbeitung verschiedenen organischen 
Materials werde ich alsbald weitere Mitteilungen machen. 

2. Die Stickstoffquelle ist nach den Literaturangaben ebenfalls von 
Bedeutung fiir die Saurebildung, und zwar: 

a) Die Bedevtung der N- Quelle in qualitativer Hinsicht. Buchner und 
Wiistenfeld (6) kamen zu dem SchluB, daB anorganische N-Quellen minder 
wertig'seien, da hierbei die frei werdende Mineralsdure die Saurebildung 
durch den Pilz hemmt, worauf auch andere Autoren hingewiesen haben: 
dies kommt jedoch nur dann in Frage, wenn bei Abwesenheit von Base: 
gearbeitet wird. 

8) Die Bedeutung der N-Quelle in quantitativer Hinsicht. Buchner 
und Wiistenfeld konnten zeigen, daB bei N-Reichtum reichliche Myce! 
entwicklung stattfindet, doch verhaltnismaBig geringe Citronensaurebildung, 
bei N-Armut umgekehrt; diese Ergebnisse wurden allerdings nur bei Ab- 
wesenheit von Basen gewonnen. Dies ist die Ansicht aller alteren Autoren 
Im Gegensatz hierzu konnte Butkewitsch (4) zeigen, daB reichliche Citronen- 
sdureanhaufung erzielt werden kann, auch bei UberschuB aller Nahrsalze, 
aber Gegenwart von CaCQ,. 

3. Die N-freien Nahrsalze. Die Frage, ob diese einen Einflu8 auf di 
Saurebildung haben, wurde noch nicht eingehender untersucht. Molliard 
kam, wie schon erwahnt, zu dem Ergebnis, da8 der Pilz in saurer Kultur- 
fliissigkeit bei relativ reichlicher N-Gabe, aber Mangel an sonstigen Nal 
salzen vornehmlich Citronen- und Oxalsaure bildet. 

c) Die Reaktion der Kulturfliissigkeit ist nach Butkewitsch (1924) (10 
fiir die Richtung der Saéurebildung von gréGter Bedeutung. Er kam zu der 
Ansicht, da8 bei schwach saurer oder neutraler Reaktion der Kulturfliissig 
keit vornehmlich Gluconséure gebildet wird, bei starker saurer Reaktion, 
also nach der Anséuerung der Fliissigkeit durch Gluconséurebildung vor- 
nehmlich Citronenséure. In Kulturen mit CaCO, entsteht auch Citronen 
sdéure, da die oberen Schichten der Fliissigkeit sauer werden, wenn kein 
MaBnahmen zur Durchmischung der Fliissigkeit getroffen werden. 











Saurebildung durch Aspergillus niger. IIT. 327 


d) Der EinfluB der Temperatur auf die Saéurebildung im allgemeinen 
vurde schon in der ersten Mitteilung erértert. Hinsichtlich der Citronen- 
siurebildung ist dieser EinfluB noch nicht endgiiltig festgestellt. 

e) Der EinfluB der Sauerstoffmenge im VersuchsgefaB bediirfte einer 
eingehenderen Untersuchung; auf die Méglichkeit dieses Einflusses habe 
ich schon friiher hingewiesen. 

Wie sich aus diesem kurzen Uberblick ergibt, haben wir die Be- 
dingungen der Citronensaurebildung noch durchaus nicht in der Hand, 
we auch aus einer neueren Arbeit Wehmers (1924) (11) hervorgeht, in 
der er vom ,,regellosen Schwanken des Citronensadureauftretens in 
Zuckerkulturen“ spricht. Fiir die Bildung bzw. Anhaufung der Citronen- 
siure sind so viele Bedingungen maBgebend, daB nur eine systematische 
Untersuchung der Frage unter einheitlichem Gesichtspunkt und mit 
Beriicksichtigung aller in Frage kommenden Faktoren eine Klarung des 
Problems erméglichen konnte. 


e 


B. Zum Vorgang der Citronensiurebildunge. 

Ich méchte noch kurz auf die Vorstellungen iiber den Chemismus 
der Citronensaurebildung zu sprechen kommen. 

In diesem Zusammenhange sei zundchst die Hypothese von Mazé 
und . Perrier (1904) (2) erwahnt. Nach diesen Autoren ist die Entstehung 
der Citronenséure in den Pilzkulturen so zu erklaren, daB der Zucker durch 
den Pilz in CO, und Alkohol verwandelt und dieser im Plasma verarbeitet 
werde. Im Zusammenhang mit dem Zerfal) alter Zellen, also waihrend eines 
autolytischen Verdauungsvorganges, entsteht nun aus dem Pilzmycel die 
Citronenséure. Diese Hypothese stellt anscheinend einen Versuch dar, die 
Schwierigkeiten zu umgehen, die sich fiir die Erklarung einer direkten 
Umwandlung des Zuckers in Citronenséure im Stoffwechsel der Pilze wegen 
des verschiedenen Kohlenstoffskeletts der beiden Substanzen darbieten. 
Ferner ist das Zustandekommen dieser Hypothese verstandlich, wenn man 
bedenkt, daB die franzésischen Forscher der Meinung waren, daB die von 
ihnen eingehaltenen anormalen Bedingungen fiir die Citronenséurebildung 
giinstig seien. 

Der Versuch von Buchner und Wiistenfeld (6), diese Hypothese experi- 
mentell zu stiitzen, hatte keinen Erfolg. Weiterhin konnte der Befund von 
Mazé und Perrier (2), daB Citromyces aus Alkohol Citronensaure zu bilden 
vermag, von Herzog und Polotzky (9) nicht bestétigt werden. SchlieSlich 
zigte Butkewitsch (8), daB fiir die Citronenséurebildung die verwendete 
Kohlenstoffnahrung von entscheidender Bedeutung ist. Falls die Annahme 
von Mazé und Perrier richtig ware, so miiBte der Pilz aus recht verschiedenem 
organischen Materia] Citronenséiure zu bilden vermégen; dies ist jedoch 
nicht der Fall. Die Ansicht von Mazé und Perrier iiber den Vorgang der 
Citronensaurebildung mu8 daher verlassen werden. 

In diesem Zusammenhang sei noch die Ansicht von Kostytschew 
(1924) (12) erwahnt, derzufolge die Citronenséure ,,aus Aminoséuren oder 
Zwischenprodukten der EiweiSsynthese* entstehen soll, also einen Vorgang 
darstellt, ,,der mehr Ahnlichkeit mit der ,EiweiBatmung‘ als mit der ,Zucker- 
atmung* hat“ (1. c., S. 140). Diese Ansicht scheint gleichfalls recht zweifel- 
haft zu sein, da der Pilz aus Pepton keine Citronensaure zu bilden vermag, wie 
aus den Untersuchungen Butkewitschs hervorgeht. 
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Schon Buchner und Wiistenfeld kommen zu dem SchluB, daB man an 
der Vorstellung, die Citronenséure stamme von einem ,,synthetisch ays 
Zucker entstandenen Produkt ab, festhalten miisse. Die Ansicht dieser 
Autoren, daB ein mégliches Zwischenprodukt Parasaccharinsaure oder 
eine dieser nahestehende Substanz sein kénnte, erhielt noch keinerlej 
experimentelle Stiitze. Die als mégliches Zwischenprodukt auftretende 
,dritte’’ Saure (s. Butkewitsch) erwies sich als Gluconséure. Bervits 
friiher (Il. Mitteilung) habe ich darauf hingewiesen, in welchem Zusammen. 
hang diese mit der Citronenséurebildung zu stehen scheint. 

Vorlaufig 148t sich nur soviel sagen, daB es sich bei der Citronensiure. 
bildung durch Pilze wahrscheinlich um einen Proze8 handelt, bei dem der 
Zucker (bzw. nahestehende Substanzen) wahrscheinlich iiber ein hypo 
thetisches Zwischenprodukt zu Citronensaure, diese zu Oxalsfiure und weiter 
zu CO, oxydiert wird ; in diesem Falle ware die Citronensaure als ein Produkt 
der Zuckeratmung anzusehen, im Gegensatz zu der Anschauung von 
Kostytschew. DaB es sich hierbei jedoch um keinen einfachen Oxydations. 
vorgang handeln kann, geht schon aus einem Vergleich der Kohlenstoff- 
skelette des Zuckers und der Citronensaéure hervor. Dies macht eine Er. 
klarung des hierbei stattfindenden Vorganges recht schwierig, ist aber 
zugleich ein Grund, warum die ,,Citronensduregaérung‘‘ besondere Auf- 
merksamkeit verdient. 


Buchner und Wiistenfeld betonen, daB es sich bei diesem Prozesse 
um einen Abbau des Zuckermolekiils und nachherige Synthese der Citronen- 
séure handeln miisse; dieser Vorgang ist mit einer Oxydation verkniipft. 
DaB diese Vorstellung den wirklichen Verhialtnissen ziemlich nahe zu kommen 
scheint, ergibt sich, wenn man in Betracht zieht, daB die Pilze auch aus 
anderen organischen Nahrstoffen wie Glycerin und Pentosen Citronensaure 
zu bilden vermégen. Wieweit die Vorstellung von Butkewitsch (10) iiber 
den Chemismus der Citronenséurebildung (Gluconséure —» Glucuronsaure 
—» innere Aldolkondensation—» Aufspaltung und Oxydation des ge- 
bildeten Fiinferringes zu Citronensiéure) den tatsaéchlichen Verhaltnissen 
nahe kommt, bleibt noch dahingestellt. 


An dem Prozesse der Citronensaéurebildung sind unzweifelhaft Enzyme 
beteiligt, doch ist es nicht gelungen, Enzympraparate herzustellen, welche 
die Fahigkeit zur Citronensaéurebildung hatten. Die diesbeziiglichen Versuche 
von Buchner und Wiistenfeld mit totem Pilzmaterial (Acetonpraparate) 
verliefen negativ, was wohl auf die ,,Kompliziertheit des Vorganges“ zuriick- 
zufiihren ist, wie die genannten Autoren betonen, oder vielleicht darauf, 
da8B zum Teil Synthesen dabei eine Rolle spielen. Buchner und Wiistenjeld 
weisen auch auf die Méglichkeit hin, ,,daB die Citronenséurebildung durch 
Citromyceten iiberhaupt nicht auf eine verhaltnismaBig einfache Enzym- 
wirkung hinauslauft, sondern wirklich untrennbar mit den Lebensvorgiangen 
der Organismen zusammenhingt. 


C. Besprechung des fiir die Untersuchung eingeschlagenen Weges. 


Bevor der Versuch gemacht werden konnte, einige Anhaltspunkte 
fiir die Klarung der sich bei der Citronensiurebildung abspielenden 
Prozesse zu gewinnen, war es notwendig, zunichst die Bedingungen 
der Citronensiurebildung endgiiltig klarzustellen, da die Bedeutung 
der einzelnen in Abschnitt A besprochenen Faktoren noch durchaus 
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nicht unter einheitlichem Gesichtspunkt festgestellt worden sind. Dies 
wl! die Aufgabe der vorliegenden Mitteilung sein. 

Zunichst war es notwendig, die Anschauungen von Molliard 
wowie Butkewitsch iiber die giinstigsten Bedingungen der Citronensaure- 
bildung zu tiberpriifen. Dies soll in Abschnitt A des experimentellen 
leiles durchgefiihrt werden. 

Die giinstigen Erfahrungen, die mittels der ,,Methodik der fertigen 
Pilzdecken“‘ bei der Untersuchung der Gluconséurebildung gemacht 
worden waren, veranlaBten dazu, auch die Bedingungen der Citronen- 
siurebildung mittels dieser Methode eingehender zu studieren. Hierbei 
«lite zunachst in saurer Kulturfliissigkeit die Bedeutung der Stickstoff- 
quelle sowie der anderen Nahrsalze fiir die Saurebildung festgestellt 
werden. Sodann war von Wichtigkeit, zu entscheiden, wie die Siure- 
bildung durch schlecht oder gut entwickelte Pilzdecken erfolgt; zur 
Entscheidung dieser Frage muBten die Bedingungen fiir die Ent- 
wicklung der Pilzdecken variiert werden. Analoge Versuche mit 
weiterer Variation der erwahnten Faktoren sollten dann bei Gegenwart 
von CaCO, durchgefiihrt und weiterhin der Einflu8 der Temperatur 
uuf die Saurebildung festgestellt werden. Auch hier wurde aus den 
gleichen Griinden wie friiher Rohrzucker verwendet. 


il. Experimenteller Teil. 
A. Die Siurebildung in urspriinglicher] Kulturflissigkeit. 
Versuchsreihe 13 wurde analog den Versuchen von Molliard (3) bei 
relativ reichlicher N-Gabe, aber nur sehr geringen Nahrsalzmengen aus- 
gefihrt (Tabelle I). 
Tabelle I. 





Versuchsnummer ... - 68 69 70 71 72 


Versuchsreihe . . . °- 18 


Versuchsbedingungen : 10 Proz. Rohrzucker. Flissigkeitsmenge 50 ccm. KolbengroBe: 200 ccm. 
Temperatur : 35°, 


~ 0,3 Proz. NH,NOs, 0,001 Proz. 0,2 Proz. NH,NOs, 0,02 Proz. 


Se 65.05 2 oe 6 2 8 KH2PO,, 0,0005 Proz. MgSO,, KH, PO,, 0,01 Proz. MgSO,,. 
0. ),00005 Proz. FeCl; 0,001 Proz. FeCl, 
Versuchsdauer .. Tage 10 20 w #0 10 20 » ”) 
Analysenwerte. 

Pilzdeckengew.. .g|) — | 0,170 | 0236/0329 — 0,759 0,788 0,775 
Aciditét*) . . cem! 125 | 27,7 543 61,23 346 873 97,6 156 
Ca-Oxalat ... .g 0,054 0,086 0,101 6 0,051 0,253 0,534 
Ca-Citrat .. -g@ Spuren 0,117 , 0,237 | 0,237 0,274 0,628 0481 0,272 
Ca-Gluconat **) 

ber. (Ac) . « «Q) Spuren ” 0,224 6 Spuren Spuren Spuren 0,89 
Zucker... . Zs — 3,125 2,01 —_- 1825 1,332 0,508 
Zuckerverbrauch gs — — 1875 299 — 3,175 3,668 4,492 


*) Ausgedriickt in com n/10 NaOH. 

**) Die Berechnung erfolgte hier wie in anderen Versuchsreihen wie in der vorigen Mitteilung ; 
es gelten auch die gleichen Zeichen, und zwar: Ac = aus der Aciditat berechnet (nach eventueller 
Subtraktion der entsprechend u rechneten Werte fiir Oxals und Citronensaure). Ca = aus der 
CaOsMenge in der | lissigkeit. "an aus dem Verbrauch an zugesetzter Base 











330 K. Bernhauer: 


Versuchsreihe 14 gleichfalls in Analogie zu den Versuchen Molliard, 
bei relativ reichlicher N-Gabe, dabei die Menge der Salze auf das 20fache 
erhéht; im iibrigen wie Versuchsreihe 13 (s. Tabelle I). 

Versuchsreihe 15 wurde unter normalen Bedingungen, also bei relatiy 
reichlicher Gegenwart aller Salze, durchgefiihrt, im iibrigen wie friiher. 
(Hinsichtlich Versuch 77 siehe nachste Versuchsreihe, Tabelle IT.) 





Tabelle IT. 
Versuchsnummer...... . 76 77 78 79 80 x] 
Versuchsreihe ..... a neome 15 (ohne CaCOs) 16 (mit CaC Oz, 2 g am 3. Tage 


Versuchsbedingungen : 10 Proz. Rohrzucker, 0,2 Proz. NHyNOs, 0,1 Proz KHgPO,, 0,05 Pro, 
MgSO,, 0,001 Proz. Fe Cly. Flissigkeitsmenge : 50 com. Kolbengréfse: 200 ccm. Temperatur: 35 


Versuchsdaver .... . Tage 6 6 12 6 6 12 
Analysenwerte. 
Pilzdeckengewicht . .g || 0,787 | 1,806 | 0,867 | 0,925 | 2,135 | 1,192 
Aciditét . . . . . cem|| 639 14.9 57,5 4“ 7) " 
Ca-Oxalat zg 6 ¢ 6 6 6 0.2348 
Ca-Citrat ..... .g | 0.4380  Spuren Spuren 0,792 Spuren 0.8715 
Ca-Gluconat, best. . .g —_ Spuren 1,02 1,235 0,242 0.683 
- ber. (Ac) g | 0,224 Spuren 1,27 — — _- 
Zucker . ol at wae 2.67 “” —_ 0.447 " ” 
Zuckerverbrauch . . .g | 2,33 5 -- 4,533 5 5 


Versuchsreihe 16 zeigt im Vergleich zu der vorigen Versuchsreihe die 
Saureanhaufung durch den Pilz bei Gegenwart von CaCO, von dem je 2¢ 
am dritten Tage jeder Kultur zugesetzt wurden (s. Tabelle II). Bei Versuch 80 
war ebenso wie bei Versuch 77 Kondensationswasser aus dem Damp 
sterilisator in den Versuchskolben geilossen. Hierdurch gelangte ein Reiz 
stoff in die Kulturfliissigkeit, der eine bedeutende Férderung des Wachstums 
bedingte, hier auf das Doppelte, in anderen Fallen sogar auf das Dreifache 
des Pilzdeckengewichts'). Diese Beobachtung machte ich mir bei spaterer 
Versuchen systematisch zunutze. 


1) Es ist mir unbekannt, daB bisher auf eine derart auffallende Férderung 
des Wachstums wie in diesem Falle hingewiesen wurde. Was hierbei der 
wirksame Faktor ist, bleibt vorliufig unklar; jedenfalls zeigt diese Beob- 
achtung wieder, daB wir noch recht wenig iiber Wachstumsreizstoffe wissen; 
so ist es noch vdéllig unentschieden, in welchem physikalisch-chemischen 
Zustand ein Reizstoff am wirksamsten ist (iondispers, kolloid, an einen 01 
ganischen Komplex gebunden usw.) oder ob, wie vielleicht in diesem Falle 
die gleichzeitige Gegenwart verschiedener Stoffe eine derart intensiv: 
Reizwirkung auszuiiben vermag. Weiterhin ist noch unklar, ob der Reiz- 
stoff in die Pilzdecke aufgenommen wird und ob er hier in iondispersem 
Zustand verbleibt (wo es sich um Reizwirkung durch Metallionen usw 
handelt) oder ob er an organische Komplexe gebunden wird. Ferner ist 
noch unentschieden, worin die Wirkung der Reizstoffe besteht, also ob 
dadurch eine bessere Ausnutzung der dargebotenen Kohlenstoff- und 
Stickstoffquelle erméglicht wird, ob ferner die unter dem EinfluB von Reiz- 
stoffen gewachsenen Pilzdecken sich hinsichtlich ihres Stickstoffgehalts usw 
anders verhalten als gleich schwere, aber ohne Reizstoff, sondern mit ent 
sprechend gréBeren Kohlenstoff- und Stickstoffmengen zur Entwickhu 
gebrachte Pilzdecken. Von diesen Gesichtspunkten aus werden im hiesigen 
Institut bereits Untersuchungen vorgenommen. 
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Zusammenfassung der Ergebnisse der Versuchsreihen 13 bis 16. 


1. Bei relativ groBer Stickstoffgabe, aber sehr geringer Nahrsalzmenge 
wird fast ausschlieBlich Citronensaéure und daneben etwas Oxalsdure, aber 
fast keine Gluconsaure gebildet. Dies stimmt mit den Versuchen Molliards 
jberein. 

2. Bei relativ groBer Stickstoffgabe, aber immer noch ziemlich geringer 
Nahrsalzmenge bildet der Pilz gleichfalls fast keine Gluconséure, da- 
gegen gréBere Mengen Citronensaéure und mit dem Zucker- und Citronen- 
siureverbrauch steigende Mengen von Oxalsdure. 

3. Relativ reichliche Gegenwart aller Salze fiihrt zu keiner sehr wesent- 
chen Erhéhung des Mycelgewichts. In saurer Kulturfliissigkeit wurde 
hier im Gegensatz zu den Versuchsergebnissen Butkewitschs u. a. zunachst 
Citronenséure (Versuch 76) und erst spater Gluconsiure gebildet (Ver- 
such 78). Hierbei findet ein rascher Zuckerverbrauch statt. 

4. Bei Gegenwart von CaCO, findet unter diesen Bedingungen ziemlich 
gleichmaBige Anhaéufung von Ca-Gluconat statt und nach Verbrauch des 
Zuckers Bildung von Ca-Oxalat, woh] aus dem Ca-Gluconat, dessen Menge 
nun abnimmt. 

5. Versuch 77 zeigt, daB eine sehr kraftig entwickelte Pilzdecke in 
saurer Kulturfliissigkeit fast keine Saure zu bilden bzw. anzuhaufen vermag ; 
und auch die Gegenwart von CaCO, bedingt keine wesentliche Anderung 
lieser Erscheinung. Dies trifft zunadchst allerdings nur fiir Versuche bei 
weiterer Gegenwart von Stickstoff in der Kulturfliissigkeit zu, nicht aber 
bei Auswechslung der Fliissigkeit und Ersatz durch reine Zuckerlésung, 
wie sofort gezeigt werden soll. 

Aus demselben Versuch geht auch hervor, daB bei Gegenwart von 
Reizstoffen bedeutend bessere Ausnutzung des Zuckers fiir'das Mycel- 
wachstum stattfindet; dies bildet eine Bestaétigung der von E. G. Prings- 
heim (13) schon friiher (1914) ausgesprochenen Ansicht. Andererseits ist 
aber auch die Verarbeitung des Zuckers durch den Pilz unter diesen Be- 
dingungen sehr vollstandig; damit erscheint das Ergebnis anderer Autoren 
bestatigt, die fanden, daB ein kraftig entwickelter Pilz wenig oder keine 
Séure bildet. 


B. Siurebildung durch fertige Pilzdecken (in ,,zweiter* Kulturfliissickeit). 


1. Sdurebildung in saurem Medium. 


a) Vergleich verschieden gut entwickelter Pilzdecken hin- 
sichtlich der Saurebildung in zweiter Kulturfliissigkeit bei 
Gegenwart von Ammonnitrat. 


In Versuchsreihe 17 wurde das Saurebildungsvermégen einer bei hoher 
Stickstoffmenge zur Entwicklung gebrachten Pilzdecke festgestellt und zum 
Vergleich in 

Versuchsreihe 18 das Verhalten einer bei geringer Stickstoffmenge 
(0,1 Proz.) zur Entwicklung gebrachten. Als zweite Kulturfliissigkeit 
wurde in beiden Fallen eine 10proz. Rohrzuckerlésung verwendet, die 
0,4 Proz. NH,NO, enthielt (Tabelle III, Abb. 1 und 2). 
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Tabelle III. 





Versuchsnummer. . . = _ 82 83 S4 85 86 87 
Versuchsreihe ... . ee 17 1s 


Erste Kulturfliissigkeit: 10 Proz. Rohrzucker, 0,1 Proz. KH, P.O, 0,05 Proz MgSO,, 0,002 Proz. Fe 
Flissigkeitsmenge: 50ccm. Kolbengréfe: 200 com Temperatur: 35°. Kulturdauer: 6 Tage 


7 ee ee 0.8 Proz. 0,1 Proz 
Zweite Kulturfliissigkeit: 10 Proz. Rohrzucker, 0,4 Proz. NH,NO, 


Versuchsdauer .. . °° Tage 3 7 12 18 3 7 


Analysenwerte. 


Pilzdeckengewicht . . .g 1,298 1,302 1,288 1369 0,612 0,630 1,003 
Aciditét .. ... . cem 1363) 1501 | 163.5 199.1 39,4 68.14 1214 
Ca-Citrat .......g 1,035 108 0,975 0836 0,246 0.566 0.457 
Ca-Gluconat ber. (Ac) .g ” 0,448 1,031 2,205 0,204 Spuren 1.48 
me? esses 8 2,82 243 | 131 | 455 | 333 | 1.59 
Zuckerverbrauch ....g 08 | 2,18 257 369 045 | 167 34! 
3 \ a 
A | \ 
\ \ 
m™ \ 
\ \ 
\ \ 
—- (2-Citrat \ \ 
at —-— Ca-Gluconat \ / , . 
——— Zucker \ / . \ 
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Abb. 1 (zu Versuchsreihe 17). Abb. 2 (zu Versuchsreihe 18). 


Ergebnisse der Versuchsreihen 17 und 18. 


1. Die Abhangigkeit der Saurebildung vom Mycelgewicht, also von 
der Ernahrung des Pilzes in der ersten Kulturfliissigkeit, geht sehr deutlic! 
aus der Abb. 1 und 2 hervor. 
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2. Bei reichlich ernahrter Pilzdecke zeigt sich bereits in den ersten 
Tagen ein gegeniiber einer schlechter ernahrten Pilzdecke sehr auffallendes 
Ansteigen der Saéurebildung. Bei Versuchsreihe 17 ist bereits am dritten 
Tage tiber dreimal soviel Saéure gebildet als in Versuchsreihe 18. 

3. Hinsichtlich des relativen Verh&ltnisses der Glucon- und Citronen- 
siure zeigen die beiden Versuchsreihen keine Unterschiede. Oxalséure 
wurde nirgends gebildet. 

4. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Butkewitsch (10) sowie 
Molliard (3) kann aus beiden Versuchsreihen tibereinstimmend geschlossen 
werden, daB unter den eingehaltenen Bedingungen nicht zunadchst Glucon- 
und dann erst Citronenséure auftritt, sondern, daB die Bildung der Citronen- 
siure sofort beginnt, wahrend Gluconsaure erst spiter gebildet wird und 
ihre Menge bei weiterer Kulturdauer noch stark ansteigt, wihrend die der 
Citronensaure bereits abfallt. Dies ist vielleicht so zu erkléiren, daB Verbrauch 
oder Veranderung der N- Quelle eintritt, und daB N-Mangel giinstig fiir die 
Bildung der Gluconsdéure ist, wogegen sie bei relativ reichlicher N-Gegen- 
wart gehemmt ist. Dieses Ergebnis wird noch weiter verfolgt. Schon 
dieser Befund spricht dafiir, daB die Aciditaét nicht jenen EinfluB auf die 
Richtung der Saéurebildung haben kann, wie Butkewiisch meint. 


b) Zusatz verschiedener Ammonnitratmengen 
in zweiter Kulturfliissigkeit. 
In den Versuchsreihen 19 und 20 wurde die Séurebildung bei langer 
Versuchsdauer und Zusatz von 0,4 bzw. 0,05 Proz. NH,NO, festgestellt 
(Tabelle TV, Abb. 3 und 4). 




















Abb. 4 (zu Versuchsreihe 20) 
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Tabelle IV. 
Versuchsnummer. . . . x9 90 91 92 93 ud 5 
a a ee 19 20 


Versuchsreihe 


Erste Kulturfliissigkeit 


MgSQ,, 0.002 Proz. Fe Cl. 


Fliissigkeitsmenge : 50 ccm. Kolbengréfe : 200 ccm. 
Kulturdauer: 8 Tage. 


Zweite Kulturflussigkeit: 10 Proz. Zucker 


10 Pr.z. Rohrzucker, 0,2 Proz. NH, NOs, 0,1 Proz. KH, PO,, 0,05 Py 


Temperatur : 35 


NH,NOs - » Proz. 0.4 0,05 
Versuchsdauer . . . Tage 10 20 0 0) 10 w 4) 
Analysenwerte. 

Pilzdeckengew. .g 1,435 1,341 0,741 0,588 | 1,270 1,432 1,236 
Aciditat . ecm 211 71,85 7,4 2.5 174,6 135.2 3,1 
Ca-Oxalat . . . .g  Spuren Spuren 0,139 | Spuren 4 0,049 Spuren 
Ca-Citrat ....g, 1,297 0,242 “ "W 0.908 0,975 4 
Ca-Gluconat, 

ber. (Ac) .. .g| 0,887 | 0,955 a a 122 | 0,396 " 
DT 2.1 2 é of _ Spuren 4 “ — 0,286 " 
Zuckerverbrauch g 5 5 5 — 4,714 5 








Ergebnisse der Versuchsreihen 19 und 20. 


1. In beiden Versuchsreihen fand ein rascher Anstieg der Saure- 
menge in den Kulturen statt; wahrend aber bei Versuchsreihe 19 auch 
wieder eine rasche Verzehrung der gebildeten Saure eintrat, erfolgte 
dies bei Versuchsreihe 20 nur langsam, wie aus den Kurvenabbildungen 
hervorgeht. 

2. Im Zusammenhang damit tritt auch bei Versuchsreihe 19 Oxalsaiur 
in der Kulturfliissigkeit friiher auf als bei 20. 


3. Analog verhalt sich der Zuckerverbrauch. 


4. Bei Versuchsreihe 19 ist in Zusammenhang mit der raschen Ver- 
vehrung der Nahrstoffe und dem nunmehr eintretenden Mangel, die Selbst- 
verzehrung des Mycels (kenntlich an der starken Abnahme des Pilzdecken- 
gewichts) sehr deutlich zu beobachten. 


5. Demnach ist die Gegenwart von Stickstoff in zweiter Kultur. 


fliissigkeit fiir die dauernde Anhaufung der gebildeten Siauren 
ungiinstig. Der Pilz verzehrt dieselben wieder rasch, da bei Gegen- 
wart reichlicher Stickstoffmengen der Stoffwechsel des Pilzes_ viel 
reger ist. 


In den Versuchsreihen 21 bis 23 wurde bei kiirzerer Versuchsdauer die 
Menge des Ammonnitrats in der zweiten Kulturfliissigkeit noch weiter 
variiert und insbesondere der Einflu8 sehr hoher Stickstoffmengen unter- 
sucht (Tabelle V). 
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Ergebnisse der Versuchsreihen 21 bis 23. 


1. Eine weitere Erhéhung der Stickstoffmenge hat auf die Anhaufung 
der Sauren keinen férdernden EinfluB. Bei Zusatz von 0,4 Proz. NH,NO 
werden etwas gréBere Saiuremengen angehauft, als bei der zwei- oder drei. 
fachen Menge. Gluconséure wurde meist nur in Spuren gebildet, Oxalsaure 
gar nicht. 

2. Auch auf den Stoffwechsel des Pilzes im allgemeinen haben grof; 
Stickstoffmengen keinen férdernden EinfluB, wie aus einem Veregleic! 
des jeweiligen Zuckerverbrauches hervorgeht. 


c) Versuche mit Zusatz von Ammonsulfat und Kaliumnitrat 
zur zweiten Kulturfliissigkeit. 


Versuchsreihe 24 und 25 (Tabelle VI). 


Tabelle VI. 





Versuchsnummer ........ 108 109 110 111 112 113 114 
Versuchereihe .......-+6. 24 ba) 
Erste Kulturfliissigkeit wie in Versuchsreihe 21 bis 23. 
Zweite Kulturfliissigkeit: 10 Proz. Rohrzucker 
Stickstoffsalz ....... ss ale 0.4 Proz. (NH,)o SO, 0.4 Proz. KNO 
Versuchsdauer. ..... . Tage 3 7 12 18 3 7 12 


Analysenwerte. 


Pilzdeckengewicht . . .g | 0,813 | 0,877 | 0,979 1,037 0,718 0,742 0,969 
Aciditéat ...... cem)| 594 | 77,7 | 98.7 1235 4653 62.17 79.86 
Ca-Citrat ......%tg 0485 0602 O811 0558 0372 0509 0,595 
Ca-Gluconat, ber. (Ac) . g 4 Spuren ” 1,00 "1 “ 0,192 
Zucker ....... .g/ 414 | 365 | 253 | 206 | 415 | 387 | 3.24 
Zuckerverbrauch . . . .g | 086 | 135 | 247 294 O85 1,13 1,76 


Ergebnisse der Versuchsreihen 24 und 25. 


1. Ammonsulfat hat einen geringeren Einflu8 auf die Saurebildung 
und den Stoffwechsel des Pilzes als Ammonnitrat; Kaliumnitrat einer 
noch schwacheren. Hierbei mu®B aber auch die Verschiedenheit der Pilz- 
deckengewichte Beriicksichtigung finden; es gelingt namlich auch bei 
Einhaltung véllig gleicher Versuchsbedingungen nicht immer, gleich schwer 
und gleich gut entwickelte Pilzdecken zu erzielen. Die Schwankungen sind 
allerdings nicht sehr erheblich, da auch ein verschieden starker Mycel- 
zuwachs unter dem Einflu8 der verschiedenen Stickstoffquellen in Rechnung 
gezogen werden muB. 

2. DaB aber ein gewisser Einflu8 vorhanden ist, zeigt ein Vergleic! 
mit den spateren Versuchsreihen. (Die Versuchsreihen 21 bis 28 sind alk 
zu gleicher Zeit und unter vdllig gleichen Bedingungen in erster Kultur- 
fliissigkeit durchgefiihrt und daher direkt miteinander vergleichbar.) 

3. Insbesondere bei Versuchsreihe 24 ergibt sich wieder wie bei de! 
Versuchsreihen 17 und 18 der Fall, da8 die Citronenséure in den Kulturen 
bereits abnimmt, wahrend die Menge der Gluconséure noch bedeutend 
ansteigt. 

4. Oxalsiure wurde nirgends gebildet. 
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d) Versuche mit Zusatz der anderen Nahrsalze. 
In Versuchsreihe 26 wurde 0,1 Proz. KH, PO, zugesetzt und in Versuchs- 
he 27 0,05 Proz. MgS0Q,, also in den fiir die erste Kulturfliissigkeit ver- 
sendeten Mengen. 


Ergebnisse der Versuchsreihen 26 und 27. 

1. KH, PO, beschleunigt die Stoffwechseltatigkeit des Pilzes und verhalt 
sich auch hinsichtlich des Einflusses auf die Saurebildung analog wie Stick- 
-toffsalze. 

2. Magnesiumsulfat hat keinen wesentlichen EinfluB auf die Tatigkeit 
les Pilzes, wie ein Vergleich mit Versuchsreihe 28 zeigt. 


e)Darbietung reiner Zuckerlésung in zweiter Kulturfliissigkeit. 

Versuchsreihe 28 (Tabelle VII). 

Ergebnisse. Diese Versuchsreihe diente zum Vergleich mit den anderen 
Versuchsreihen und zeigt so indirekt, welchen Einflu8 die verschiedenen 
Zusitze haben. Die Saurebildung ist unter diesen Bedingungen zweifellos 
geringer als bei den anderen Versuchsreihen. 


f) Diskussion der Ergebnisse der Versuchsreihen 17 bis 28. 
Saurebildung in zweiter Kulturfliissigkeit bei saurer Reaktion.) 


Aus den bisherigen Versuchen geht bereits hervor, daB relativ reich- 
iche Gegenwart von Stickstoffsalzen (insbesondere Ammonnitrat) fiir die 
Bildung der Citronenséure giinstig ist, dagegen kommt den anderen 


Salzen keine besondere Bedeutung fiir die Saurebildung zu. Worauf die 
gimstige Wirkung von Stickstoffzusatz beruht, ist nicht ohne weiteres zu 
entscheiden; es liegt die Vermutung nahe, daB dadurch nur ein weiteres 
Wachstum der Pilzdecke bedingt und dadurch die Citronenséurebildung 
geférdert wird. Jedenfalls zeigen schon die bisherigen Versuche, daB dic 
Stickstoffquelle eine groBe Bedeutung fiir die Richtung, in der die Saéure- 
bildung vor sich geht, besitzt. Die Aciditaét der Lésung ist gewiB auch von 
EinfluB, kann aber nicht, wie Butkewitsch meint, als entscheidender Faktor 
fiir die Richtung der Saéurebildung angesehen werden; denn bei relativ 
reichlicher N-Gegenwart findet erst Citronenséiurebildung statt und erst 
spiter, wohl nach dem teilweisen Verbrauch des Stickstoffs, auch Glucon- 
saurebildung. 


2. Sdurebildung bei Gegenwart von Calciumcarbonat. 


a) Ammonnitrat und Kaliumnitrat als Stickstoffquellen. 

In Versuchsreihe 29 wurde der EinfluB des NH,NO, in zweiter Kultur- 
flissigkeit bei Gegenwart von CaCO, festgestellt (Tabelle VIIT) und zum 
Vergleich wurde 

Versuchsreihe 30 ohne Stickstoffzusatz in zweiter Kulturfliissigkeit 
durehgefiihrt. Hier wie in allen anderen Versuchen mit CaCO, wurde durch 
éfteres Umschwenken der Kolben fiir gute Durchmischung gesorgt 
Tabelle VIII). 

In Versuchsreihe 31 wurde der Einflu8 der Stickstoffquelle in erster 
Kulturfliissigkeit festgestellt ; im Vergleich zu den Versuchen mit NH,NO, 


2O* 
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K N O, in erster Kulturfliissigkeit in Anwendung, und in zweiter Kultur 
ssigkeit wurde in einigen Versuchen weiterhin KNO,  geboten 


elle VIII). 
Ergebnisse der Versucharcihen 29 bis 31. 


1. Ein Vergleich der Versuchsreihen 29 und 30 zeigt sehr deutlich den 
EinfluB der Gegenwart von Stickstoff in der Kulturfliissigkeit auf die 
Saurebildung. Wahrend in N-/freier Fliissigkeit fast nur Gluconsdure gebildet 
vird, nur wenig Citronensdure und bei lAngerer Kulturdauer Oxalsaure, 
vird in Geaenwart von Stickstoff in relativ reichlicher Menge Citronensdure 
vbildet und nur geringe Mengen von Gluconséure, trotz Gegenwart von 
Cat O,. 

2. Wohl infolge der Gegenwart von Stickstoff findet ein bedeutend 
uscherer Zuckerverbrauch statt, ohne daB aber ein erheblicher Mycel- 
mwachs erfolgen wiirde (Versuchsreihe 29). 

3. Ahnlich sind die Verhaltnisse bei Anwendung von K NO, als Stick- 
toffquelle. Ohne Zusatz von KNO, in zweiter Kulturfliissigkeit bleiben 

Pilzdecken unverandert, bilden aber reichlich Gluconsaure. 

4. Bei Zusatz von KNO, in zweiter Kulturfliissigkeit findet weiteres 
Mvcelwachstum statt, die Bildung von Citronensdure ist erhéht, die der 
Gluconséure erniedrigt; doch sind hier die Unterschiede bei weitem nicht 
stark ausgepragt als in den Versuchen mit NH,NO,. 

In Versuchsreihe 32 wurde zur Férderung der Pilzdeckenentwicklung 
ler bei Versuchsreihe 16 bereits besprochene Reizstoff zugesetzt, unter 
lessen Einflu8 schon nach dreitagiger Kulturdauer ein etwa dreifach so 
ohes Mycelgewicht erreicht wurde, als in analogen Versuchen ohne Reiz- 
stoff (z. B. Versuchsreihe 29 oder 30) . Im iibrigen wurde in dieser Versuchs 
reihe der Einflu8 weiteren Stickstoffzusatzes in zweiter Kulturfliissigkeit 
hei diesen kraftig entwickelten Pilzdecken untersucht im Vergleich zu 
Versuchen ohne Stickstoffzusatz und schlieBiich der EinfluB de¢ Temperatur 
wif die Saurebildung festgestellt (Tabelle IX). 


Tabe lle TX. 





Versuchemummer . .....- +>: 1s 135 1% Kyi 138 


Erste Kulturflussigkeit wie in Versuchsreihbe 21 usw. (mit Reizstoff) 


Zweite Kulturfliissigkeit: 10 Proz. Rohrzucker. 2g CaC Oy. Versuchsdaver 4 Tage 
20 bis 240 25 bis 27 35 


Temperatur 


NELNOsn «cs ctesrc eo Mee 04 0 04 


Analysenwerte. 

Pilzdeckengewicht ik oa 2622 2327 2619 2,251 
CaO in der Fliissigkeit . Spuren 0.232 Spuren 0,165 Spuren 
errr 0,6955 0887 0846 1,477 1,976 
Ca-Gluconat, best. . . . "" 1,524 " 1,273 " 

- ber. (CaO) . " 1,853 " 1,32 "" 
eo et 0.56 0,61 0.39 0,51 0,225 
Zuckerverbrauch 4.44 4.39 4.61 4.49 4.775 


2677 


Ergebnisse der Versuchsreihe 32. 


1. Sehr iippig entwickelte Pilzdecken bilden in kurzer Zeit bei Gegen- 
wart von CaCO, und ohne N-Quelle in zweiter Kulturfliissigkeit relativ 
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reichliche Mengen von Citronensaure ; dies jedoch nur bei hoher Temperatyy 
(Versuch 139), wahrend bei tieferer Temperatur die Menge der gebildetm 
Citronensaure bedeutend geringer ist, wobei aber der Zuckerverbrauc 
annahernd gleich ist. "a 

2. Bei weiterem Zusatz von Stickstoffsalzen in der zweiten Kultw 
fliissigkeit findet jedoch nur noch geringe Citronensdurebildung_ stat: 
zweifellos infolge des durch die N-Gegenwart bedingten auBerst lebhafte, 
Stoffwechsels, wobei die Temperatur entsprechend einwirkt, wie aus de: 
Tabelle ersichtlich. 

3. Wahrend kraftig entwickelte Pilzdecken bei Abwesenheit vv 
N-Salzen und hoher Temperatur keine Gluconséure bilden (Versuch 139 
findet bei tieferer Temperatur unter sonst gleichen Bedingungen Bildung 
von Gluconsaure statt. 

4. Bei Gegenwart von Stickstoff bilden stark entwickelte Pilzdeck: 
unter keinen Bedingungen Gluconsdaure. 

5. Bei Abwesenheit von Stickstoff nimmt die Menge der Citronensiaw 
mit fallender Temperatur stetig ab; das Optimum fiir die Citronensiure 
bildung liegt demnach unter diesen Bedingungen bei 35°. 


b) Pepton als Stickstoffquelle. 

In Versuchsreithe 33 wurden die Pilzdecken mit einer reichlichen Meng: 
von Pepton zur Entwicklung gebracht und in zweiter Kulturfliissigke: 
NH,NO,, KNO,, Pepton oder aber keine Stickstoffquelle zugesetz 
(Tabelle X). 

Tabelle X. 





Versuchsnummer ... . 140 141 142 143 144 145 146 147 


Erste Kulturfliissigkeit : 1 Proz. Pepton. " Versuchsdauer : 3 Tage, im iibrigen wie friher 


Zweite Kulturflissigkeit: 10 Proz. Rohrzucker, 2g CaCO 3. Temperatur: 35' 


NeQuelle .......- : Nino, 0.4 Proz. K NO; 0,4 Proz. Pepton 0 

Versuchsdauer . . Tage 3 5 3 5 3 5 3 5 
Analysenwerte. 

Pilzdecke .. . .g | 1,932 | 2,285 || 2,086 | 2,294 1,989 | 2,260 1,560 1,799 

CaO i.d, Fliissigk.,, g 0,078 0,115 || 0,069 0,081 0,165 0,130 0,260 0,237 

Ca-Citrat .. g 0,514 0,836 0,653 0,642 0501 0,970 0495 1,234 


Ca-Gluconat, best.,g 0,444 0,712 0,348 0432 1,079 0,769 1,758 1,547 

. ber. (CaO), g 063 092 054 065 1,32 104 208 19 
Zucker .... .g/i) 152 | 1,05 | 1,78 | 124 | 1,42 | 098 | 1,80 | 1,37 
Zuckerverbrauch .g 348 395 322 376 358 402 320 3.63 


Ergebnisse der Versuchsreihe 33. 


Es zeigt sich hier schon, da8 die mit Pepton zur Entwicklung gebrachte 
Pilzdecken zweifellos schlechter Citronensaéure zu bilden vermégen als solche. 
die mit NH,NO, zur Ausbildung gelangten; dagegen ist die Gluconsaure- 
bildung bevorzugt. Die Ergebnisse sind jedoch mit den frisheren nicht gan: 
vergleichbar wegen der verschiedenen Pilzdeckengewichte. Ein spezifischer 
EinfluB der verschiedenen N- Quellen ist hier jedoch noch nicht sehr deutlic! 
Im iibrigen zeigt sich hier wieder, daB bei Abwesenheit von Stickstoii 
vornehmlich Gluconsaéure gebildet wird. 
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Ill. 


Séurebildung durch Aspergillus niger. 





























. oo F 
< .] 
~ c 3 
sd s 
as" t 2 zx 
\ ‘ » » 
. Ss & P 
B\ & & Fy 
~ Q ZZ a 
a t 
x . 2 ; 3 
»\, -? 2 5 
\ £) ; 
‘ 8 4 
\ Y e 
’ £ 2 
L Lf 
\ p =< “ 
——— ' 
of ) 
tht eh b t8°¢ Ze 19g SEE [6% ELS oY 66% 81% Ls I Be * * * * YoNBIqseAJeyon7 
90  «LSo sO 81 661 | Bl Gs 8S BZ 02 | 8S | cle | a’ °° tt * * soMoNZ 
OLT 861 oH I 81 9 cof 9% CoG 68S SFE CS SGI | F* (OB)) “40q r 
BLO SLLT «(O69T =6LOLT 68925) «BOLE BEES OES OISSS ONE «RES OTL | 3° * * * 48@q “quudaN{s)-8,) 
eel Ieol 90 FLTO0 f9FO 8 FEZO BIO A 0 A A a eats >."h yor}, )-B,) 
£170 oO =6fhsO «(FTO «CI8EO OCI8SO «66ZEO | «6SIFO) «619EO) «(OIF O «= f0EO FESO 8 HONTissNL A sop ul OB) 
gcc'z | Geo'% | 808% | ITZ OLKO | 1480 | HELO O9L'O | 1620 | 0620 E970) «9Gzo 8° tt eMpepztg 
‘oqo MUesATRUY 
osf Of off -7Z o091—SI St o0€ of%—7Z | 091 —-sl SE o0€ of@—7Z | o91—S1 anjwiadwa y 
‘Bey p csanepsyonsi9A “PQ IRD FZ ‘wIID KE “99ONZIGOY “Z01g O : HOyPissnyanyny s}19M7 
‘201g 91 201d ¥'0 ‘201g 10 7 uoydag ‘aqjonbyoysyoNS 
“oS€ tanjwradmay “o8ey ¢ sanepanjyiny “WDD KOE : 9gouBusqioy “ur OC “FOSTW 702g COO “Od*HY 74d ['O “sexONZIYOY “zomg OL Hey ssnyanyny 874 
ve % 8 "ss * * * ottessqonssa A 
ost #S1 isi oI ssi rel est wel Ist Ost orl Sel ‘ * * JUUINUSYONsI9 A 
- oA ORE t 5 ASA Ne ste 2 > 
BSE Bt, "=< = 5 22% % ; Seo 8 bide 











342 K. Bernhauer : 


In den Versuchsreihen 34 bis 36 wurden die Pilzdecken bei Gegenwart 
verschiedener Peptonmengen zur Entwicklung gebracht und so sehr diinne 
(Versuchsreihe 34), solche von mittlerer Starke (Versuchsreihe 35) und sehr 
starke, iippig entwickelte Pilzdecken erzielt. Es wurde nun in diesem 
Zusammenhange die Bedeutung des Mycelgewichtes (dessen N-Gehalt 
wurde hier noch auBer acht gelassen) und weiterhin der Temperatur auf cic 
Saurebildung festgestellt (Tabelle XI, Abb. 5 und 6). 


Ergebnisse der Versuchsreithen 34 bis 36. 


1. Diinne Pilzdecken bilden bei Gegenwart von CaCO, relativ sel; 
reichliche Mengen von Gluconsaéure, dagegen keine Spur von Citronensaure. 
Eine Temperatur von 30° erwies sich hier als optimal fiir die Gluconsiure 
bildung. Der verbrauchte Zucker ist fast nur in Gluconséure umgewandelt 


2. Starkere Pilzdecken bilden unter analogen Bedingungen nur 
relativ geringe, aber mit steigender Temperatur deutlich zunehmende 
Mengen von Citronenséure; die Menge der gebildeten Gluconsaure bleibt 
in gleichen Grenzen, wie bei diimnen Pilzdecken. 


3. Analoge Verhaltnisse ergaben die Versuche mit sehr starken Pilz- 
decken ; auch hier nimmt die Menge der Citronensaéure mit steigender Tem- 
peratur rasch zu, wobei relativ groBe Mengen gebildet werden; aber Glucon- 
siure wird hier gleichfalls in ziemlich erheblichen Mengen gebildet; dies 
bildet einen deutlichen Unterschied gegeniiber gleich schweren, aber in 
anderer Weise zur Entwicklung gebrachten Pilzdecken; dies gilt jedoch 
nur fiir hohe Temperatur (35°), wahrend bei tiefer Temperatur analoge 
Verhaltnisse bestehen (vgl. mit Versuch 135, 137, 139). Welche Bedeutung 
hierbei dem Stickstoffgehalt der Pilzdecken zukommt, wird untersucht. 
Die Beziehung der Saéurebildung zum Mycelgewicht sowie zur Temperatur 
geht aus den Abb. 5 und 6 hervor. 


ITI. Zusammenfassung und Diskussion der Hauptergebnisse. 


Obzwar mit dem verwerdeten Pilzstamm nicht die von Wehmer 
und anderen angefiihrten Héchstausbeuten an Citronensiure (etwa 
50, manchmal bis 70 Proz. des Zuckers, allerdings in etwa 4 bis 
5 Wochen) erreicht wurden, so gelang es dagegen, mit Hilfe der 
in Anwendung gebrachten ,,Methodik der fertigen Pilzdecken“ einen 
klareren und tieferen Einblick in die Verhiltnisse bei der Saure- 
bildung zu gewinnen als ein solcher bisher méglich war. Die 
Bedingungen fiir die Séurebildung konnten so weit geklirt werden, 
daB eine vollstindige Trennung des Prozesses der Glucon- und Citronen- 
sdurebildung erreicht wurde und wir es nun in der Hand haben, den 
Pilz jeweils nach Belieben zur Bildung von Gluconsdéure oder Citronen- 
sdure zu veranlassen; dabei gelang es, reichliche Saurebildung bereits 
nach wenigen Tagen zu erzielen (etwa 40 Proz. an Ca-Citrat bzw. 
60 bis 70 Proz. an Ca-Gluconat, bezogen auf urspriingliche Zucker- 
menge, in 3 bis 4 Tagen). Im Verlauf der Untersuchungen zeigte sich, 
welche Faktoren fiir die jeweilige Saéurebildung wesentlich sind und 
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welche Bedeutung ihnen fiir die Richtung und Intensitat der Saure- 
produktion zukommt. Ich will hier diese Faktoren noch im 
Zusammenhang besprechen und ihre Bedeutung fiir die Saure- 
produktion erértern. 

1. Das Mycelgewicht. Diinne Pilzdecken bilden bei Gegenwart von 
(CaCO, und bei Abwesenheit von Stickstoff in der Kulturfliissigkeit 
ie nach ihrem Gewicht vornehmlich oder sogar ausschlieBlich Glucon- 
saure (Versuch 127 bis 129, 132, 133, 148 bis 155), starke Pilzdecken 
dagegen unter analogen Bedingungen entweder ausschlieBlich Citronen- 
aure (Versuch 139) oder aber recht erhebliche Mengen Citronensaure 
neben annahernd gleichen Mengen Gluconsaure (Versuch 147, 156 bis 
159). Auf die Abhangigkeit von der jeweiligen Stickstoffquelle sowie 
den EinfluB8 der Temperatur in diesem Zusammenhang komme ich 
sogleich zu sprechen. In saurer Kulturfliissigkeit iberwiegt der Einflub 
der Aciditat, indem auch relativ diinne Pilzdecken meist Citronensaure 
neben ziemlich geringen Mengen Gluconsiure bilden, doch kommt 
es auch hier auf die An- oder Abwesenheit von Stickstoff an. 

Ich sprach in dieser Mitteilung nur von ,,diinnen“ oder ,,dicken“ 
Pilzdecken, und beriicksichtigte dabei zunichst nur das Pilzdecken- 
gewicht, nicht aber auch den Stickstoffgehalt der Pilzdecken. Nun 
miissen aber fiir die Entwicklung derselben die jeweiligen Wachstums- 
faktoren genauer beriicksichtigt werden, da die Bildung starker Pilz- 
decken entweder durch hohe Zuckermengen oder entsprechende Gaben 
ginstig wirkender N-Mengen oder sonstiger Nihrsalze oder schlieBlich 
durch Zusatz stark wachstumférdernder Reizstoffe bedingt sein kann. 
Das gleiche gilt in negativem Sinne von den diinnen Pilzdecken. Von 
diesem Gesichtspunkt aus, also wie sich derartig herangebildete Pilz- 
decken hinsichtlich ihres Stickstoffgehalts und weiterhin beziiglich 
hres Saurebildungsvermégens verhalten, werden bereits weitere Unter- 
suchungen vorgenommen. Weiterhin mite im Hinblick auf die Starke 
des Mycels der Einflu8B der Durchliiftung auf die Saurebildung ein- 
gehender untersucht werden. 

2. Die Stickstofjquelle ist in qualitativer Hinsicht insofern von 
EinfluB, als Pilzdecken, die bei Gegenwart von Pepton zur Entwicklung 
gebracht worden waren, eine starkere Tendenz zur Gluconsiurebildung 
zeigten (Versuchsreihe 34 bis 36) als solche, zu deren Wachstum 
NH,NO, verwendet wurde (Versuchsreihe 29, 30, 32); vgl. besonders 
Versuch 139 mit 159). Kaliumnitrat verhalt sich ahnlich wie Pepton 
(Versuchsreihe 31). Die Analogie dieser beiden Stoffe diirfte wohl damit 
zusammenhangen, daB beide physiologisch basisch sind, da aus Pepton 
Ammoniak entsteht und aus Kaliumnitrat nach Verbrauch des N-haltigen 
Anions K-Ionen frei werden. Die inneren Zusammenhange und Be- 
ziehungen sind noch nicht ganz klar, werden aber bereits eingehender 
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untersucht. Jedenfalls bilden bereits die mitgeteilten Ergebnisse dj 
Grundlage fiir eine weitere Klarung der Verhiltnisse. 

In quantitativer Hinsicht ist die Stickstoffquelle insofern vo, 
EinfluB, als bei Gegenwart von CaCO, relativ reichliche Stickstoff. 
mengen (dargeboten als NH,NO,) die Bildung von Citronensiun 
begiinstigen und die der Gluconsiure hemmen oder ganz verhindery 
dies ist der Fall bei relativ diinnen Pilzdecken (vgl. Versuchsreihe 29 
und 30), doch trifft dies fiir KNO, und Pepton nicht zu, denn ly 
deren Darbietung in zweiter Kulturfliissigkeit wird keine sehr erheb. 
liche Menge von Citronensaéure, wohl aber ziemlich reichliche Mengey 
von Gluconsaure gebildet (Versuchsreihe 31). Starke Pilzdecken bilde: 
in Gegenwart von Stickstoff iiberhaupt keine Gluconsaure, aber auc} 
nur relativ geringe Mengen von Citronenséiure; es findet rasche 
Verzehrung des dargebotenen Zuckers statt, ohne daB es zw 
einer erheblichen Saurebildung kame. Hierbei ist die Tem. 
peratur von EinfluB auf die Menge der gebildeten Saure (Ver. 
such 134, 136, 138). 


Die Beziehungen zwischen Mycelgewicht und Stickstoffquell 
zur Qualitét und Quantitét der gebildeten Saiuren geht aus Tabelle XII 
hervor. 


Tabelle X11. 


Versuche bei Gegenwart von CaCO, bei 30 bis 35°. 





Mycelgewicht N-Quelic a Ca-Citrat CasGluconat Versuchs 
in 1. Kultur- in 2, Kultur- nummer 
8 flussigkeit flussigkeit etwa g etwa g 

etwa 0,2—03 Pepton “ ” 28 151 
4 r r {| NH,NO, 13—1,7 0,4—0,8 124—126 
NH,NO, | 0 0203 22-94 127129 
etwa 1 — { KNO,; | 0,7—09 1,9 130, 13] 
| KNO, | 4 0.103 26-29 | 132. 133 

Pepton 6 0,4 28 155 
— —" | Pepton 0,5—1,0 0,8—] 144, 145 
wes Lee oe O8—12 15-18 146, 17 

tll as . { NH,NO 05 ] 138 

etwa 2,0—26 NH,NO, \ yh ; 2.0 4 139 
Pepton 6 13—1,5 16—1,8 158, 159 


Es laBt sich vorliufig noch nicht sagen, in welcher Beziehung d: 
Stickstoff zum Wesen der Sdurebildung steht; erst eine weitere eingehende 
Untersuchung dieser Frage mit genauer Beriicksichtigung der Stick- 
stoffmenge in der Pilzdecke, ihres Verschwindens aus der Kultur. 
fliissigkeit usw., sowie die Untersuchung des N-Stoffwechsels des 
Pilzes iiberhaupt kénnte eine Klairung der Verhiltnisse bringen; ic! 
werde hieriiber alsbald weitere Mitteilungen machen. 
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3. Die Reaktion der Kulturfliissigkeit. Die Gegenwart von CaCO, 
hegiinstigt zweifellos, wie schon Butkewitsch zeigte, die Bildung von 
Gluconsaure. Daf dies aber nicht allgemein zutrifft, sondern von den 
bereits erérterten Faktoren in hohem Mabe abhangig ist, konnte nach. 
gewiesen werden, denn auch bei Gegenwart von CaCO, kann die 


Bildung von Gluconsiure vdéllig unterbleiben (Versuch 139) oder 


stark gehemmt sein, wenn es sich um die Séurebildung entweder 
durch ein sehr kraftiges Mycel handelt (Versuch 139), oder 
wenn Stickstoff in der Kulturfliissigkeit vorhanden ist (Versuchs- 
reihe 29 usw.). 

In saurer Kulturfliissigkeit bildet oder hauft der Pilz im allgemeinen 
weniger Gluconsiure an als bei Gegenwart von CaCQO,. Das Ergebnis 
von Butkewitsch und anderen Autoren, daB zuerst Gluconsaiure und 
erst spaiter Citronensdiure gebildet wird, konnte unter den eingehaltenen 
Bedingungen (relativ reichliche Gegenwart von Stickstoff) nicht erzielt 
werden; sondern es trat im Gegenteil zunachst Bildung von Citronen- 
siure und erst spiiter von Gluconsaure ein (Versuchsreihe 17, 18). Die 
Anschauung von Butkewitsch, da®B Gluconsiure bei geringer und 
Citronenséure erst bei héherer Aciditaét gebildet wird, hat demnach 
nur beschrankte Richtigkeit. Die Reihenfolge, in der G'ucon- und 
Citronenséure auftreten, ist wohl abhangig von der Stickstoffmenge 
in der Kulturfliissigkeit; bei relativ reichlicher Stickstoffmenge tritt 
Citronensiure auf und erst spiter auch Gluconsiure, wohl infolge des 
Verbrauchs oder der Verainderung der Stickstoffquelle durch den Pilz. 
Bei Anwesenheit von Stickstoff ist in saurer Kulturfliissigkeit die 
Siurebildung ziemlich gering (Versuchsreihe 28), doch scheint dies 
nicht fiir jeden Pilzstamm zu gelten, wie ein Vergleich mit den Ergeb- 
nissen der Versuchsreihe 5 (zweite Mitteilung) zeigt. Dies ist wohl so zu 
erklaren, daB der in der vorigen Mitteilung untersuchte Pilz eine deut- 
liche Tendenz zur Gluconsiéurebildung hat, fiir deren Bildung aber 
gerade N-Mangel giinstig wirkt, wahrend der hier verwendete ,,Citronen- 
siurebildner‘‘ durch den Mangel an Stickstoff in der Citronensaure- 
bildung gehemmt ist, wobei er aber unter diesen Bedingungen auch 
meist keine erheblichen Mengen von Gluconsiure bildet, wohl aber 
bei Gegenwart von CaCQO,; worin hierbei die Wirkung des CaCO, 
beruht, und ob es nur als Abfangmittel fungiert, laBt sich noch nicht 
sagen. 

4. Der EinfluB der Temperatur auf die Sdurebildung geht aus den 
Versuchsreihen 32, 34 bis 36 sowie aus den Abb. 5 und 6 hervor. Im 
allgemeinen ist daraus ersichtlich, daB bei tiefer Temperatur stets 
relativ mehr Glucon- und wenig Citronensaure gebildet wird ; jedenfalls 
erreicht die gebildete Menge Citronensaure erst bei héherer Temperatur 
gréBere Werte (siehe besonders Versuchsreihe 32 und 36), wihrend im 
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allgemeinen die Menge der Gluconsiure mit Zunahme der Temperaty 
nicht mehr sehr stark ansteigt (Versuchsreihe 35 und 36). Das Optimun 
fiir die Bildung der Citronenséure und auch der Gluconsaure lag unter 
den eingehaltenen Bedingungen zwischen 30 und 35°, doch hat dix 
Temperatur auf die Bildung der Gluconsaéure nur geringen, auf di 
Citronensaureproduktion jedoch sehr bedeutenden EinfluB. Auf ein 
Moglichkeit zur Deutung dieses Umstandes komme ich noch z 
sprechen. 


Der EinfluB der Temperatur sowie der anderen Faktoren auf die 
Oxalsiurebildung wurde hier nicht weiter untersucht, da diese in der 
Regel nur dann auftritt, wenn fast kein Zucker mehr vorhanden ist. 
so daB sie nur ein sekundires Produkt des _ ,,Saurestoffwechsels“ 
darstel lt. 


Wieweit die hier mitgeteilten Ergebnisse iiber die Bedingungen 
der Saurebildung auf andere Stiimme von Aspergillus niger sowie auf 
andere Pilzarten anwendbar sind und weiterhin, in welcher Allgemeinheit 
und bis zu welchen Grenzen diese Ergebnisse fiir den gleichen Asper- 
gillusstamm gelten, soll noch festgestellt werden. 


Ich méchte nun noch auf die Frage nach dem Wesen der Citronen- 
sdurebildung zu sprechen kommen und in diesem Zusammenhang auf 
die Frage, welche Stellung die Saéurebildungsvorginge im Stoffwechse! 
des Pilzes einnehmen. Die hier mitgeteilten Grundlagen fiir die Ent- 
wirrung des fiir die Saurebildung maBgebenden Faktorenkomplexes 
geben einige wichtige Anhaltspunkte und Fingerzeige hierfiir. Es 
handelt sich zundchst um die Frage, ob die Saurebildung in Beziehung 
zum Zuckerstoffwechsel (zur Atmung) steht, wie besonders Butkewitsch(s) 
zu beweisen sucht, oder aber ob sie zur ,,EiweiBatmung“ in Beziehung 
zu setzen ist, wie Kostytschew (12) meint. In diesem Zusammenhang 
ware die endgiiltige Entscheidung der Frage von Wichtigkeit, in welcher 
Beziehung Glucon- und Citronensaure zueinander stehen. Nach Butke- 
witschs hypothetischem Schema der Citronensaurebildung kénnte die 
Gluconsaure ein Zwischenprodukt auf dem Wege vom Zucker zur 
Citronensaure bilden. Wehmer (1925) (7) ist es nun auch gelungen, 
den Pilz unter Ausschlu8 jeder sonstigen Kohlenstoffquelle zur Bildung 
von Citronensaiure aus Gluconsiure zu veranlassen. Wie ich jedoch 
bereits in meiner vorigen Mitteilung zeigte, kann dies noch nicht als 
Beweis dafiir angesehen werden, daB die Gluconsdure ein Zwischen- 
produkt bei der Citronensiurebildung darstellt, da diese auch aus 
Substanzen gebildet wird, aus denen keine Gluconsiiure entsteht 
(Glycerin usw.). Weiterhin ist die Bildung der Citronensiure aus 
Gluconsaure bedeutend geringer als aus Zucker, was auch gegen die 
Ansicht spricht, daB die Gluconsiure Zwischenprodukt ist. Wie dieses 
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Ergebnis gedeutet werden kénnte, habe ich bereits in meiner zweiten 
Mitteilung erwahnt. Das Ergebnis von Schreyer (1925) (14) iiber die 
(itronensdurebildung aus Gluconsiure mittels fertiger Pilzdecken 
bringt erst recht keine Klarung der Frage. Ubrigens hatte ich mich 
schon langst davon tiberzeugt, daB fertige, auf Rohrzucker gewachsene 
Pilzdecken auf Lésungen von gluconsaurem Ca Citronensiure an- 
haufen, doch werde ich diese Ergebnisse sowie weitere Erfahrungen 
iiber die Umsetzung anderer Kohlenstoffquellen erst in einer spiteren 
Mitteilung im Zusammenhang besprechen. 

Es erscheint demnach eine direkte Beziehung der beiden Sauren 
gueinander nicht bewiesen, und es wiire durchaus mdglich, daB die 
Gluconséurebildung einen ganz anderen ProzeB darstellt als die Bildung 
von Citronenséure. Diese beiden Prozesse kénnten nebeneinander 
herlaufen, wobei je nach den Bedingungen jeweils der eine oder der 
andere weit iiberwiegt. Die mitgeteilten Ergebnisse zeigen, daB recht 
verschiedene und vielfach gerade entgegengesetzte Bedingungen fiir 
das jeweilige Uberwiegen der einen der beiden Sauren maBgebend sind, 
und sprechen so fiir die Vermutung, da wir es hier mit zwei gesonderten, 
voneinander unabhangigen Prozessen zu tun haben. 

An dieser Stelle sei noch betont, daB die Frage nach der ,, Bildung’, 
.Abfangung und ,,Anhdufung der Siuren noch einer Klirung bedarf. 
Das Vermégen zur ,,Bildung“ von Sauren ist nicht der ,,Anhiufung“ 
derselben gleichzusetzen. Die Frage, ob die Gegenwart von Stickstoff 
in der Kulturfliissigkeit oder entsprechender Mengen im Mycel nur fiir 
die Anhaiufung der Citronensiure oder auf die Citronensaurebildung 
selbst von EinfluB ist, muB woh! zugunsten der letzteren Ansicht ent- 
schieden werden, \da nach meinen Ergebnissen hur diese Beziehung — 
verstandlich erscheint. In meinen Versuchen blieb es noch zweifelhaft, 
ob die angehaufte Siuremenge auch wirklich der gebildeten entspricht, 
oder ob nur ein Teil der gebildeten Siure in der Kulturfliissigkeit fest - 
gehalten wurde. Dies gilt insbesondere im Hinblick auf die Citronen- 
siurebildung, besonders durch kraftige Pilzdecken (z. B. Versuch 139 usw.), 
wahrend bei der Gluconsiurebildung meist die gesamte gebildete Saiure 
auch angehauft wird, wie ein Vergleich mit dem Zuckerverbrauch zeigt, 
d.h. der verbrauchte Zucker entspricht meist der theoretisch méglichen 
Gluconsdéuremenge. Hierbei bediirfen die Pilzdecken zu ihrer Erhaltung 
anscheinend bloB die durch Oxydation der Carbonyl- zur Carboxy!- 
gruppe frei werdenden Energie. Es sei in diesem Zusammenhang noch 
darauf hingewiesen, daB die Gluconsiurebildung in der Form, wie sie 
durch meine Untersuchungen gebracht wurde, also bei einer dem 
Zuckerverbrauch entsprechenden, fast theoretischen Ausbeute an 
Gluconsiure, einen biologischen ProzeB von einer AuBerst giinstigen 
Okonomie darstellt, wobei reine Zuckerliésungen bei Abwesenheit 
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aller Nahrstoffe durch die Pilzdecken fast ohne Substanzverlust z) 
Gluconsiure oxydiert werden. Der Pilz benutzt hierbei zu seiner Instand. 
haltung nur die einseitige oxydative Enzymwirkung; dieser Fal! is 
daher auch vom energetischen Standpunkt von Interesse. 

Dagegen sind bei der Citronensaéurebildung die Verhaltnisse noch 
weitaus nicht so durchsichtig. Es konnte jedenfalls festgestellt werden. 
daB die Citronensiure vornehmlich bei Gegenwart von relativ reich. 
lichen N-Mengen in der Kulturfliissigkeit (oder durch itippig ent. 
wickelte, wahrscheinlich N-reiche Pilzdecken) gebildet wird; dies 
spricht dafiir, daB die Bildung der Citronensdure in irgend einem Zw. 
sammenhang mit dem Stickstof{-Stoffwechsel des Pilzes steht. Weiterhi: 
tritt erhebliche Citronensaurebildung erst bei héherer Temperatur ein, 
was auch auf einen innigen Zusammenhang mit dem allgemeinen Stoff- 
wechsel des Pilzes hinweist. Die Beobachtung, daB bei relativ tiefer 
Temperatur, aber langer Versuchsdauer ziemlich reichliche Menge: 
von Citronenséure entstehen, wie aus Versuchen von Wehmer, Butly 
witsch u. a. hervorgeht, kénnte auch in diesem Sinne gedeutet werden 
da man annehmen kann, da wahrend des langsamen Wachstums des 
Pilzes die ziemlich reichliche Bildung der Citronensaure erfolgt. Dies 
stiinde auch nicht im Gegensatz mit dem bekannten, auch in den 
meisten Handbiichern erwihnten Ergebnis, da8 wihrend des ersten, 
raschen Pilzwachstums keine Citronensaurebildung stattfindet. Dagegen 
ist fir die Bildung der Gluconsiure die Temperatur ziemlich unwesent- 
lich, und die Gegenwart von Stickstoff hemmt deren Entstehen oder 
verhindert es ginzlich. 

Wenn demnach diese Ergebnisse einige Anhaltspunkte und Finger- 
zeige zu geben scheinen, so ware es doch verfriiht, eine endgiiltige 
Meinung tiber das in Frage stehende Problem zu fassen, da auch sehr 
zu beriicksichtigen ist, daB die Bildung von Citronenséure nur aus ganz 
bestimmten organischem Material méglich ist, was wieder auf ein 
engere Beziehung zum Zuckermolekiil hinweist. Die Frage nach den 
Wesen der Citronensturebildung ist so innig verkniipft mit der Frag: 
nach dem Chemismus dieses Prozesses, daB es vorlaufig noch unméglich 
erscheint, die aufgeworfene Frage mit auch nur einiger Wahrscheinlich- 
keit richtig zu beantworten, bevor es nicht gelungen ist, einige wesent- 
liche Anhaltspunkte fiir den chemischen Verlauf des Vorganges der 
Citronensaurebildung zu gewinnen. Wenn ich auch in dieser Miiteilung 
dem Wesen dieses Vorganges noch nicht naher riicken konnte, so glaul« 
ich doch, daB durch die Feststellung der Bedingungen des Prozesses 
geniigend wichtige Beziehungen gefunden sind und so die Grundlage 
dafiir geschaffen ist, in welcher Richtung die Untersuchung des 
chemischen Vorganges der Citronensiurebildung verlaufen miiBte. Ube 
dieses Thema werde ich alsbald weitere Mitteilungen machen. 





Saurebildung durch Aspergillus niger. IL 
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Die Wirkung von Adrenalin 
und Cholin auf die Entwicklungszeit der Seidenraupen. 


Von 
G. Farkas und H. Tangl. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitét Budapest.) 
(Eingegangen am 29. Marz 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Uber den Antagonismus zwischen Adrenalin und Cholin erschienen 
zahlreiche Arbeiten, die bestrebt sind, darzutun, daB ebenso wie das 
Adrenalin das Hormon des sympathischen Nervensystems ist, das Cholin 
dasjenige des parasympathischen darstellt. 


Von den vielen diesbeziiglichen Arbeiten seien nur jene Versuche an- 
gefiihrt, die Gudernatsch (1912) auf entwicklungsmechanischem Gebiet 
ausgefiihrt hat, als er die biologische Wirkung des Adrenalins auf Kaul. 
quappen studierte und dabei eine entwicklungsférdernde Wirkung dieses 
Mitteis beobachtete. AuBer thm haben auch Bilski (1921) und K/izenetzky 
(1924) Kaulquappen Adrenalin verabreicht und bei diesen eine Wachstums- 
vergréBerung gegeniiber den Kontrolltieren gefunden. Bereits 1913 fiitterte 
Romeis Kaulquappen mit Nebennieren. Diese Versuche wurden von Abder- 
halden (1915 und 1919) und von van Herwerden (1923) wiederholt, wobei 
jedoch keine oder nur sehr kleine Wirkungen auf Wachstum und Meta- 
morphose erzielt wurden. Fiir das Cholin selbst gelang es uns nicht, Angaben 
zu finden, daher fiihrten wir (1925) Versuche an Kaulquappen aus, als deren 
Ergebnis festgestellt werden konnte, daB das Cholin auf das Langenwachstum 
von Kaulquappen eine hemmende Wirkung entfaltet und somit auf das 
Wachstum eine dem Adrenalin entgegengesetzte Wirkung ausiibt. Da 
sich aber Cholin im Wasser sehr schnell zu Trimethylamin zersetzt, so 
beabsichtigten wir in einigen Versuchen, Cholin direkt in Tiere einzufiihren 
Vorerst versuchten wir dies bei Kaulquappen. Die Injektion von Cholin 
gelang jedoch nur bei gréBeren Tieren, wo aber keine nennenswerten Ver- 
anderungen im Wachstum verzeichnet werden konnten. Wir beschlossen 
daher, andere Versuchstiere zu waihlen, wo die Wirkung sinnfalliger zutage 
tritt. Unsere Wahl fiel auf die Seidenraupen, die bei uns in Ungarn leic!it 
zu beschaffen sind und deren Entwicklungszeit nicht zu lange dauert, s' 
daB die Wirkung der Stoffe in kurzer Zeit festgestellt werden kann. 
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Angaben iiber Versuche mit Hormonen an Raupen hatten wir in der 
Literatur nur in sparlicher Zah] angetroffen. Namentlich hat Abderhalden 
1919) derartige Versuche angestellt, leider berichtet er nur sehr kurz itber 
lie Versuchsanordnung und die Versuchsresultate. Er hatte zu dieser Arbeit 
Wolfsmilchschwarmerraupen verwendet, denen er verschiedene inkretorische 
Driisenextrakte auf die Weise verabreichte, daB er die zur Fiitterung der 
Raupen verwendeten Blatter stiindlich mit dem Extrakt bespritzte. Die 
Extrakte waren lproz. Lésungen von Schilddriisen-, Nebennieren-, Hypo 
hysen-, Hoden-, und Thymussubstanz, sowie Hefeextrakt. Die Versuche 
yeitigten kein einheitliches Resultat. Abderhalden hebt aber hervor, dab 
lie uns hier interessierenden Nebennierentiere sehr klein blieben und viele 
miBartete Individuen hervorgegangen sind. 


Bei unseren in Rede stehenden Versuchen verfolgten wir den 
Zweck, nachzuweisen, was fiir einen EinfluB das Adrenalin und das 
Cholin auf die Entwicklungszeit der Raupen ausiiben. 


Experimenteller Teil. 


Wie schon erwahnt, wurden die Versuche an Seidenraupen (Bombyx 
mori) ausgefiihrt. Die Eier wurden aus der staatlichen Seidenraupen- 
zucht aus Szehszard bezogen. Bald nach der Ankunft der Eier krochen 
aus ihnen die kleinen Raupen heraus. Wiahrend 14 Tage wurden die 
kleinen Raupen mit Maulbeerblattern gut gefiittert, die wir taglich 
aus einem Walde in der Nihe von Budapest besorgten. Ende dieses 
Zeitraums waren die Tiere ungefihr 2,5cm lang. Sie wurden zu je 
zehn Stiick in Gruppen geteilt und der Wirkung von Adrenalin und 
Cholinlésungen ausgesetzt. Die Lésungen wurden den Raupen auf 
die Weise verabreicht, da wir sie mit Blattern fiitterten, die mit den 
bezeichneten Lésungen mit einem Pinsel beschmiert wurden, wodurch 
die Blatter von den Lésungen ganz iiberzogen wurden. Die Versuche 
fihrten jedoch nicht zu einem handgreiflichen Ergebnis, so daB wir 
uns genétigt sahen, die Versuchsfliissigkeiten durch Injektionen direkt 
in die Raupen zu bringen. Die Injektionen wurden den Raupen in 
den Riicken in der Nahe des Kopfes auf die Weise gegeben, dab wenig- 
stens ein kleiner Teil der injizierten Lésung auch in das Riickengefab 
hineinfloB und daher der ganze Kérper der Raupen von der Liésung 
durchspiilt wurde. Bei jeder Injektion wurden beilaufig 0,2 com Lésung 
verabfolgt, so daB die Hautfalten beim Kopfe prall ausgefiillt er- 
schienen. Die Fliissigkeit verteilte sich alsbald unter der Haut, und 
die Injektion hatte kein dauerndes Unwohlsein zur Folge. Die Raupen 
fraBen bereits 1 bis 2 Stunden nach der Injektion mit groBer Gier 
wieder die Blatter. 


Das Cholinpraparat, nach einem neuen Verfahren hergestellt, ver- 
danken wir der Giite des Herrn Professor Dr. Géza v. Zemplén, wofiir 
Biochemische Zeitschrift Band 172. 23 
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wir ihm auch hier unseren besten Dank aussprechen. Das Cholin wird 
nach der in unserer friitheren Arbeit iiber Cholinwirkung (1925) 
waihnten Weise gepriift, und die Resultate stimmten mit den neue; 
Angaben von Abderhalden, Miiller, Lohmann vollkommen iibereiy 

Bei den Adrenalinversuchen verabfolgten wir das Priparat Tonoge; 
suprarenale Richter, Budapest. Solution 1 : 1000. 

Wir verfiigten tiber drei Versuchsreihen, wovon in der ersten di 
Raupen Cholin, in der zweiten Adrenalin und in der dritten Cholin und 
Adrenalin erhielten. Die Injektionen wurden jeden dritten Tag mit 
ganz frischen Lésungen ausgefiihrt, so da jede Raupe insgesamt 
vier bis fiinf Injektionen erhielt. Eine entsprechende Zahl von Kon. 
trolltieren wurden ebenfalls behandelt, doch erhielten diese als 
Injektionsfliissigkeit bloB reine Ringersche Lésung ohne Zusatz vor 
anderen Stoffen. 

Die erste Versuchsreihe bestand aus fiinf Gruppen, einer Kontrol]. 
gruppe und vier Gruppen, deren Vertreter Lésungen injiziert erhielten 
die pro Kubikzentimeter 2 bis 10 mg Cholin enthielten. Die erhaltenen 
Resultate sind aus Tabelle I ersichtlich. 





Tabelle I. 
~ tai lui ‘ Zahl der 
uer der Raupenzeit in Tagen interkurrent 
rae alt ” zugrunde 
. — ' = —_———__———_ gegangenen 
Cholin 34 35 36 37 38 Tiere 
10 2 2 5 8 9 l 
5 1 2 5 7 8 2 
4 ' 1 2 4 5 7 3 
2 1 1 4 6 6 4 
Kontrolltier 1 3 6 8 9 1 


Aus der Tabelle I ergibt sich, daB die Tiere am 34. Tage nach 
dem Ausschliipfen aus den Eiern ihren Kokon zu spinnen begannen 
Dies bedeutet wohl einen Tag Verspitung gegeniiber der normalen 
Spinnzeit, doch muB diese Verspitung den operativen Eingriffen zu- 
geschrieben werden. Tiaglich wuchs dann die Zahl der spinnenden 
Raupen. Es zeigte sich, daB Raupen, die Cholin erhalten hatten, ein 
wenig spiter zu spinnen begannen, als die Kontrolltiere, wobei jedoch 
allerdings der Grad der Cholinwirkung mit der Menge des einverleibten 
Cholins in keinem rechten Verhiltnis stand. Leider vertragen die 
Raupen das Cholin nicht besonders gut, indem wiahrend des Versuclis 
mehr als 12 Proz. von ihnen zugrunde ging. 
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Die in die zweite Versuchsreihe eingeteilten Raupen erhielten 
Adrenalin, und zwar bekamen sie es in einer Lésung von 0,5 bis 0,01 mg 
pro Kubikzentimeter. Tabelle II enthalt die Daten dieser Versuchs- 
fiihrung. 
Tabelle II. 





3 com Zahl! der 
enthalt Dauer der Raupenzeit in Tagen interkurrent 
me zugrunde 
——p : gegangenen 
Aduasiia | 33 M 35 30 37 Tiere 
0,5 1 3 6 9 9 ! 
0,025 1 2 8 9 9 l 
0,02 2 5 10 10 10 0 
0,01 3 5 9 9 9 l 
Kontrolltier l l 3 6 8 2 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB das Adrenalin auf die Ent- 
wicklungszeit der Raupen einen gewaltigen EinfluB8 ausiibt, insofern 
sich eine Beschleunigung der Entwicklungszeit wahrnehmbar macht. 
Die Raupen begannen das Kokonspinnen bereits einen Tag friiher 
als die Cholintiere, und die Zahl der Kokons stieg mit jedem Tage viel 
schneller an als bei den Cholintieren. Auch sehen wir, daB kleinere 
Konzentrationen eine viel giinstigere Wirkung auf die Raupen hatten, 
ils gréBere. Auch die Mentalitét der Raupen war viel kleiner als bei 
den mit Cholin behandelten Raupen. 


Die Ergebnisse der dritten Versuchsreihe ersehen wir aus Tabelle IIT. 


Tabelle I11. 





1 ccm 1 ccm Daher der R ein T ee | der 
enthalt | enthilt auer der Raupenzeit in Tagen « a 
A. 4 oe - - - — c en 
Cholin Adrenalin 34 35 % 37 38 8 noe 
10 0.5 2 2 2 5 6 
2 0,02 2 3 5 8 10 
1 0,01 2 2 4 8 10 
Kontrolltiere 1 3 7 9 9 


Die Tiere erhielten ein Gemisch von Cholin und Adrenalin, und 
zwar in einer Konzentration von 1 bis 10 mg Cholin und 0,005 bis 0,5 mg 
Adrenalin pro Kubikzentimeter. Die zwei Stoffe vermengt, wirkten auf 
die Entwicklung hemmend, da die Kontrolltiere viel friiher mit dem 
Spinnen der Kokons begannen als die Versuchstiere. 

Vergleicht man die Mittelwerte der Entwicklungszeit der Cholin- 
und Adrenalingruppen, sowie jener mit beiden Stoffen behandelten 
taupen mit dem Mittelwert der Entwicklungszeit der Kontrolle (siehe 
Tabelle IV) — praktisch wird dies noch anschaulicher dargestellt 
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Tabelle IV. 








Tiere Dauer der Raupenzeit in Tagen 
bebandelt 
mit 33 4 35 36 37 38 
0 « * « « . 
oe l 3 63 83 86 
Cholin 0 1,2 1,7 45 6,5 7,5 
Adrenalin 17 3.7 8.2 9.2 9.2 9.2 
Adrenalin 9 - 7" 
+ Cholin 9 is | 3 ‘ ' aad 
70 (Abb. 1), indem man die Zahl de: 
3 Kokons mit der Raupenzeit in ei: 
Verhiltnis bringt —, dann wird di 
é , - , . 
Verkiirzung der Raupenzeit bei dey 
£ I 
@ 7} mit Adrenalin behandelten  Tieren 
£5 ganz besonders auffallend ersichtlich 
S = - . 
. Demgegeniiber verlingerte Cholin di 
® . . . . 
Us Raupenzeit, doch bei weitem nicht 
rs 
Ny so ausgesprochen, wie dies bei der 
N 


Verkiirzung durch Adrenalin der Fal! 
war. Das Gemisch der Stoffe hatte 
auch eine wenngleich nur wenig ver- 
langernde Wirkung ausgeiibt. 














33.34 35 36 37 38 Zusammenfassung. 


Taq der Raupenzeit ' 
r Auf die Entwicklungszeit der 


Seidenraupen wirkt Adrenalin  ver- 
kiirzend, Cholin sowie auch das Gemisch von Cholin und Adrenalin 
hatte dagegen eine kleine Verlangerung der Entwicklungszeit zur Folge 


Abb. 1. 
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Uber die Anderung im Gehalt des Blutes 
an lose gebundenem C0.. 


Von 
Hi. Tangl. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 29. Mdrz 1926.) 


Es ist schon lingere Zeit bekannt, daB sich wahrend der Ver- 
dauung die Menge einiger Bestandteile des Blutes verindert. Dies 
wird leicht verstandlich, wenn man bedenkt, daB die Zellen, die an der 
Produktion der Verdauungssafte beteiligt sind, groBbe Mengen einiger 
Stoffe fiir die Bereitung der Verdauungssiafte dem Blute entziehen. 

So ist es bekannt, daB nach Porges-Leimdérfer und Mahovici') wahrend 
der Verdauung der Prozentsatz von CO, in der Alveolarluft ansteigt, welches 
Ergebnis nach ihnen auch von vielen anderen Autoren bestitigt worden ist. 
Hollé und Weiss*) zeigten in ihrer Arbeit, daB dieser Anstieg an CO, sich 
auf etwa 10 Proz. belauft. Auf Grund dieser Angaben war vorauszusehen, 
daB auch die P-Konzentration des Blutes ansteigt. DaB diese Auffassung 
richtig ist, ergibt sich auch daraus, daB nach der Arbeit von E. Starling und 
E. B. Verney*) das Blut bis zu dem ertraglichen Ma8 alkalisch wurde, 
falls der Magensaft durch eine Fistel abgefiihrt worden ist. Bei der Sekretion 
von Pankreassaft verschiebt sich dann diese Reaktion ein wenig gegen dic 
saure Seite hin. ' 

In der Literatur fand ich indessen keine Angaben dariiber vor, 
wie sich der CO,-Gehalt des Blutes bzw. des Serums wihrend der Zeit 
der Verdauung verschiebt. Um diese Frage zu beantworten, ver- 
wendete ich Kaninchen, deren Serum ich wiahrend des Hungerns 
und der Verdauung auf CO, untersuchte. 


Methodik. 
Nachdem die Kaninchen vor den Versuchen 12 Stunden lang hungerten, 
gab ich ihnen nach der spater zu beschreibenden Blutentnahme Kohlblatter. 
2 Stunden nach der Fiitterung nahm ich dann wieder Blut. Die Blutentnahme 


') Porges-Leimdoérfer und Mahovici, Zeitschr. f. klin. Med. 73. 
*) Hollé und Weiss, Klin. Wochenschr. 1924, I, 8. 343. 
3) BE. Starling und E. B. Verney, Pfliigers Arch. 205, 47, 1924. 
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wiederholte ich bei einigen Kaninchen auch nach 3 bzw. 4 Stunden n; 
der Fiitterung. Bei der Blutentnahme verfuhr ich folgendermaBen.  [-| 
rasierte die Ohren der Kaninchen, und nachdem ich sie dann mit Tol! 
oder Xylol befeuchtete, traten die Adern stark hervor, wodurch die Blut 
entnahme wesentlich erleichtert worden ist. Nach dem Abtrocknen bzw. de, 
Verfliichtigung des Toluols oder Xylols (da durch diese Stoffe das Blut 
hamolysiert wird) entnahm ich 5cem Blut, dessen Serum ich nach de: 
Abzentrifugieren in einen Scheidetrichter gab und mit Luft, die 5 Pro: 
CO, enthielt, durch 5 Minuten lang dauerndes Schiitteln gut vermischt: 
In je leem des so vorbereiteten Serums bestimmte ich dann den CO,. 
Gehalt im Apparat von Barcroft. 








§ ij wee | Sg Ss Sea ei 

= See ets ~vs P= - ” Ss > 

e | #2 448 82, 982./ 982.) ge | ge Ee 

5 e§ ©€F5 en7SES BASE | SH55 3° s& §S3 

A Ep Ber Gus Cmte Cece Fe Sc S23 

~ | @s | S83 | deg (Seg |oeg | 7 | & BS, 

3 | “s* 08% (088 | O83 ez 
16. IL. ] 288.6 319.8 — —- 31,2 9,7 12.5 
2 296,4 327,6 327,6 325.5 31,2 9.4 10,3 
3 315.9 362,7 -- -— 46,8 12,9 75 
4 3276 | 3666 on ont 390 106 24 
20, ITI. 2 365,7 402.8 — —- 37,1 9,2 14,7 
3 | 2597 3339 ts = 742 222 15.4 
4 296,8 o — -- os — 16,0 
5 2650 3233 | 31880 — 58,3 18 9.0 
28. IIT. 1 450.5 492.9 487.6 485,2 42.4 8.6 65 
2 4664 4876 Pia ioe 212 | 43 42 
3 | 4187 | 4770 ua ses 583 | 122 10.4 
4 | 3869 4293 4134 ons 33,4 | 7,7 8.2 
5 418,7 450.5 -— — 31,8 7,0 9,1 
Sr 1 439.9 445,2 4505 445.2 53 12 6,1 
2 418,7 450.5 — -- 31,8 7,0 6,7 
3 418,7 439.9 — — 21,2 48 3,5 
4 3763 413.4 424.0 ~- 37,1 9,9 6.6 
5 376,3 4193 -— — 43,0 10,2 5,3 


Die Resultate der in der Tabelle angefiihrten Angaben zeigen, dais 
meine Erwartungen vollauf bestatigt worden sind. Ich fand namlich 
daB der CO,-Gehalt des Serums wahrend der Verdauung ansteigt und 
dieser Anstieg etwa 10 Proz. betrigt. Dieser Anstieg wird dadurch 
erklirt, daB bei der Verdauung im Magen Salzséure sezerniert wird, 
die sich aus dem NaCl des Blutes bildet, wobei sich nach der chemische: 
Gleichung NaCl + H,O = HCl + NaOH neben der Salzsiure auch 
NaOH bildet. Da sich das NaOH in dem Blute an Kohlensaure bindet. 
so entsteht aus NaOH NaHCQO,. Eine Stiitze wiirde diese Auffassun;, 
gewinnen, falls es sich bestatigen sollte, daB sich der NaCl-Gehalt des 
Blutes waihrend der Verdauung verringert. Dies bestitigte sich nun 
tatsachlich bei den von Herrn Johann Mosonyi an denselben Kaninchen 
ausgefiihrten Untersuchungen, bei denen er im Blute wiahrend der 
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Verdauung eine Abnahme von etwa 10 Proz. im NaCl-Gehalt des 
Blutes feststellen konnte. Die von ihm ermittelten Werte finden sich 
n» meiner Tabelle angefiihrt. 

Da meine Versuche eine Steigerung des CO,-Gehalts des Blutes 
wahrend der Verdauung zeigten, Mosonyis Daten hingegen eine Ver- 
minderung der NaCl-Menge wiahrend derselben Zeit aufwiesen, da 
ferner nach Starling und Verney bei der Verdauung eine Verschiebung 
der Reaktion des Blutes gegen das Alkalische eintritt, kann ich den 
SchluB ziehen, daB diese Steigerung im CO,-Gehalt des Blutes im Zu- 
sammenhang mit der Magensaurebildung steht. Daneben kénnen aber 
uch noch andere Nebenumstande mit im Spiele sein, so kann in dieser 
Beziechung an die Arbeit der Verdauungsdriisen gedacht werden, ferner 
ist vielleicht auch damit zu rechnen, da®B die Tiere wihrend des 
2 Stunden langen Hungerns einen guten Teil ihres Leberglykogens 
verbraucht hatten und nach dem Fiittern mit kohlehydratreicher 
Nahrung die Kohlehydrate alsbald verbrannten und dadurch CO, 
bildeten. 

Zusammenfassung. 

Wahrend der Verdauung steigt der CO,-Gehalt des Blutes um 
etwa 10 Proz. an. Dies steht in der Hauptsache mit der Saiurebildung 
im Magen im Zusammenhang, vielleicht spielt jedoch hierbei auch die 
Verdauungsarbeit der Driisen und die vermehrte Kohlehydratver- 
brennung nach dem Hungern eine wenngleich mindere Rolle. Der 
Anstieg des CO,-Gehalts des Blutes steht im Zusammenhang mit der 
Erhéhung der CO,-Menge in der Alveolarluft waihrend der Verdauung. 

















Uber die Beeinflussung der Glykolyse von lebenden Hefezellen. |.) 


Von 


W. Sehoeller und M. Gehrke. 


(Aus dem Hauptlaboratorium der Chemischen Fabrik auf Actien 
vorm. E. Schering, Berlin. Mitteilung IV.) 


(Eingegangen am 29. Marz 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


I. Einleitung. 

Die Arbeiten Otto Warburgs und seiner Mitarbeiter (1) iiber den 
Stoffwechsel von Tumorzellen haben die Bedeutung der glykolytischen 
Spaltungsvorginge fiir das normale und pathologische Wachstum im 
Organismus klargelegt. Nach dieser Warburgschen Theorie besteht 
zwischen embryonalem und Tumorgewebe nur ein gradueller Unter- 
schied, dahingehend, daB das Verhiltnis von Glykolyse zur Atmung 
im Tumor zugunsten der ersteren um so mehr verschoben ist, je maligner 
er wird. 

Es ergab sich im Hinklick auf diese Zusammenhinge die Aufgabe, 
nach Stoffen zu suchen, welche die Glykolyse zu hemmen vermégen 
um so das pathologische Wachstum zu beschrinken. Dariiber hinaus 
bestand die Méglichkeit, daB unter den girungshemmenden Stoffen 
sich Substanzen wiirden finden lassen, welche den Mechanismus der 
glykolytischen Fermente ebenso spezifisch zu treffen verméchten, wii 
die Blausiure nach Warburg (2) das Atmungsferment. 

Wir stiitzen uns bei unseren Untersuchungen ferner auf die Be- 
funde Neubergs (3) und Meyerhofs (3a), welche dartaten, daB die ersten 
Phasen der Girung bis zur Stufe der Milchsiure bzw. dem Methy!- 
glyoxal im Muskel und in der Hefe die gleichen sind. Die sie hervor- 
rufenden Fermentgruppen, Phosphatase, Carboxylase usw., werden 
durch Milieudénderungen gleichsinnig beeinfluBt. Wir wollen nun nicht 
entscheiden, ob diese Fermentgruppen in der Hefe, im Muskel und 


1) Vorgetragen auf der Versammlung siidwestdeutscher Hochscl 
lehrer der Chemie in GieBen am 24. April 1926. 
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m Tumor identisch sind, glauben aber voraussetzen zu dtirfen, daB 
sie Mechanismen isologen Aufbaues darstellen, bestehend etwa aus 
katalytischem Anteil, Protoplasmaoberfliche und Coferment, so daB 
sie auf den Angriff pharmakologischer Agenzien, wie etwa der Narkotica, 
gleichsinnig reagieren. Dies ist in der Tat der Fall, denn die Milchsiure- 
garung sowie die alkoholische Gairung unterbleiben unter dem Einflub 
geeigneter Narkotica beide vollstindig und es wird nicht etwa die 
alkoholische Garung auf ihre Glykolysephase beschrinkt. 

Wir haben daher als Glykolyseform die alkoholische Garung und 
als ihren Trager die Hefezelle gewihlt, welche dem biologischen Expe- 
riment leicht zuginglich ist, und haben diese unsere Untersuchungen 
in Parallele gesetzt zu den Untersuchungen, die Yabusoe (4) auf Ver- 
anlassung von Warburg an der Glykolyse der Carcinomzelle durch- 
gefiihrt hat. 

Die Hemmung der Glykolyse in der lebenden Hefezelle kann 
einmal eine indirekte sein, indem Eingriffe, welche den Stoffwechsel 
der Zelle zu schidigen vermégen, zugleich auch den normalen Ablauf 
der Glykolyse unméglich machen, ohne eigentlich in ihren Mechanismus 
einzugreifen, z. B. durch Schadigung der Plasmahaut oder des Zell- 
inhalts usw. Andererseits miissen sich die glykolytischen Fermente 
im Sinne der Warburgschen Narkosetheorie direkt hemmen lassen, 
denn oberflichenaktive Stoffe vermégen das Substrat, worunter wir 
das Objekt der Fermentation verstehen wollen, von jenen Stellen an 
den Strukturflichen des Protoplasmas zu verdriingen oder seinen 
Zutritt zu verhindern, wo wir uns den Sitz der glykolytischen Ferment - 
gruppen zu denken haben. 

SchlieBlich aber ist auch die Hemmung der Glykolyse dadurch 
denkbar, daB man durch chemische Eingriffe das Coferment ausschaltet. 

Dieser dreifachen Gliederung der Aufgabe sind auch unsere Unter- 
suchungen angepaBt, wobei wir den erreichten Effekt als Hemmung 
der Glykolyse gemessen haben, und nicht als Wachstumshemmung 
oder Abtétung der Hefezellen im Sinne der Arbeiten von Bokorny (5), 
denn die Hemmung des Wachstums braucht mit der der Glykolyse 
nicht notwendig verbunden zu sein. 

Die Aufgabe der Gairungshemmung durch Gesamtschidigung bot 
uns zunichst weniger Interesse; wir haben unsere diesbeziiglichen 
Versuche nur auf Substanzen mit feinerem Angriffsmechanismus 
(Blockadewirkung) beschrankt und am Beispiel geeigneter organischer 
Quecksilberverbindungen ausgefiihrt. 

Die Ausschaltung des Coferments la8t nach diesbeziiglichen Vor- 
versuchen eine spezifische Wirkung erhoffen, wir méchten sie indessen 
einer besonderen Mitteilung vorbehalten, so daB in der vorliegenden 
Arbeit hauptsichlich diejenigen Substanzen besprochen werden sollen, 
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welche die Giarungsfermente im Sinne der Warburqschen Narkose. 
g 


theorie angreifen. 

Diese Aufgabe ist nach unserer Auffassung erstmalig von Dorner (| 
auf Veranlassung von Warburg unternommen worden, und zwar als Garung 
hemmung an lebenden Hefezellen sowie am Hefeprefsaft. Zur Unte 
suchung kam die auch in bezug auf die Hemmung der Atmung von Warbw 
studierte Urethanreihe sowie die entsprechenden Harnstoffe, einige héher 
Alkohole, Ketone und Nitrile. Die Parallele zu den gleichsinnigen Ve: 
suchen am Atmungsferment ist eine so vollstandige, daB Dorner sich bx 
rechtigt sieht, auf eine benachbarte rfumliche Anordnung der beide; 
Fermente in der Hefezelle zu schlieBen. Warburg und Wiesel (7) fande: 
ferner, daB auch die Garung von Acetondauerhefe narkotisch gehemmt 
werden kann. 

Wir haben unsere eigenen Untersuchungen diesem Vorbild an 
geschlossen, uns aber auf die Versuche an lebenden Zellen beschrankt 
und nicht an isolierten Fermenten gearbeitet, wie dies z. B. auch 
P. Rona (8) getan hat. Wir wollten unseren Agenzien nicht die Aufgabe 
ersparen, die Zellmembran durchdringen zu miissen. 

Die Auswahl der in Frage kommenden Substanzen ist uns nach 
orientierenden Vorversuchen durch den Einblick in die folgende Be- 
ziehung erméglicht worden. Wie Dorner richtig empfunden hat, kommen 
nur oberflichenaktive Substanzen fiir die Girungshemmung im Sinne 
der Narkosetheorie in Frage, doch wurde uns aus den schier unbegrenzten 
Méglichkeiten die Auswahl durch den Hinblick auf die folgende Beob- 
achtung erleichtert. 

Vergleicht man nimlich zwei Stoffe von annihernd gleicher Ober- 
flachenaktivitaét, aber verschiedenem elektrischen Charakter, wie etwa 
abietinsaures Natrium und Vuzinchlorhydrat (Tabelle 1), beziiglich 
ihres Einflusses auf die Glykolyse der Hefezelle, so zeigt sich das 
Alkaloid der Siaiure ganz wesentlich iiberlegen. 

CH, CH, CH 
, | 
HOH CH, CH, CH.CH,.CH 


CCH, CH, CH, 
. | 
Y . C, H,;O ) N 
\ /CH(CH,), 
N 
Abietinsaure. Vuzin. 

Diese Tatsache findet ihre Erklarung darin, daB wir das Plasma 
der Hefezelle als negativ geladen anzunehmen haben, so daB die nach 
dem Permeieren sich einstellenden Gleichgewichte im Sinne der Donnan. 
schen Theorie zugunsten der Base verschoben sind. Wir haben daher 
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ynter den oberflichenaktiven Substanzen denen mit  basischem 
Charakter, also ,,den oberflichenaktiven Kationen“, unsere besondere 
Aufmerksamkeit gewidmet. 


Il. Versuchsbedingungen. 


Zu unseren Versuchen fand die untergirige Bierhefe der Berliner 
Versuchs- und Lehrbrauerei Verwendung. Die Bedingungen waren in 
den Hauptversuchen stets die gleichen. Als Apparatur dienten die von 
Warburg (9) angegebenen Barcroft-Manometer. Die GefiBe von 25 ccm 
Fassung enthielten 8cem m/15 primires Phosphat von py 4,529 mit 
Smg Hefe. Ferner lcem 10proz. Glucoselésung und lcem der zu 
prifenden Substanzlésung, derart, daB die Konzentration an Substanz 
gewohnlich molar 10-3, 10-4, 10-5 und 10-° war. Die Hefe enthielt 
durchschnittlich 28,4 Proz. Trockensubstanz. Der Gasraum war mit 
Stickstoff gefiillt. Die Glykolyse ging also unter anaeroben Bedingungen 
vor sich, und zwar im Thermostaten bei 37,5°. Nach einer Inkubations- 
dauer von 45 Minuten wurde mit den Messungen begonnen und nach 
| Stunde das Endergebnis festgestellt. Zur Korrektur von Luftdruck- 
und Temperaturschwankungen wurde ein Thermobarometer  mit- 
gefiihrt. : 

Tragt man nun als Ordinate die prozentuale Hemmung auf, als 
Abszisse den Logarithmus der Konzentration, so kann man durch gra- 
phische Interpolation den Schnitt- 
punkt der Kurve mit einer zur 722 
Abszissenachse parallel gezogenen 97 
Geraden finden, die einer 50proz. 40 
Hemmung  entspricht. Dieser . 70 
Schnittpunkt liefert dann auf der 60 
Abszissenachse den zugehdérigen 
Logarithmus, dessen Numerus wir 4p 
als Wirkungszahl bezeichnen. Die  ,, 
nebenstehende Kurventafel mag 

















ie 20 
dies am Beispiel der Morgenrothschen 7 
Chininderivate erliutern. fonzen- 
0 | Ls fration 
Durch Innehaltung der kurzen a” sa Sur 


Versuchsdauer und wegen des /% 264508 — 452 480 
, v3: Numerus 735 1200 20900 63100 
Fehlens aller andern Nahrsubstan- 

: . Abb. 1. 
zen glauben wir, daB eine Ver- 
mehrung der Hefe wahrend der Versuchsdauer praktisch nicht in 
Frage kommt, zumal bekannt ist, daB das Wachstum von Hefezellen 
durch narkotisch wirkende Stoffe starker gehemmt wird als ihr Girungs- 
vermégen [Kisch (10)). 














362 W. Schoeller u. M. Gehrke: 


Zu den orientierenden Vorversuchen wurden einfache Sacchiaro. 
meterréhrchen verwandt, die mit steigenden Giftkonzentraticone) 


beschickt waren. 
Ill. Experimenteller Teil. 


1. Oberfldchenaktive Sduren. 


Tabelle I. 





Hemmung 
der Glykolyse Trovf : 
Stoff durch eine Lésung Wirkungszahl Woe oe _ 
von m.10-* asser 4 
in Proz. 
1, Dehydrocholsaures Na . . . 5 -- 
2. Cholsaures Na....... 15 2 000 
3. Abietinsaures Na ..... 20,0 — 82 
4. Atophan Na. ra 56,0 25 100 46 
Zum Vergleich: 
ty igre Aigo 82 63 100 77 


Wir sehen aus der Tabelle I die geringe Wirkungszahl der ober- 
flichenaktiven Siuren gegeniiber einer nicht ganz so aktiven Bas 
Atophan mit seinem basischen Chinolinrest deutet durch schwach 
amphoteren Charakter eine Besserung der Wirkung an. 


2. Organische Quecksilberverbindungen. 


Tabelle I. 





Hemmung 
der Glykolyse 
Stoff durch eine Losung Wirkungszahl Bemerkungen 
von m. 10-4 ‘ 
4 in Proz. 
Afridol . 75 33 730 
Asurol Se oe eee 55 13 335 
Novasurolanhydrid ..... . 56 8913 als NasSalz 
ee a i ee eee 24 4217 
Mesinurol a Feria a Oak wd 1 631 
Mesinurolcvanid ....... 0 133 
Zum Vergleich: 
No as brats % ae ae 100 63 100 


Diese Verbindungen sind bereits von Schoeller und Schrauth (11) 
auf ihre Desinfektionswirkung vergleichend gepriift und ihr Wirkungs- 
mechanismus aufgeklirt worden. Es zeigt sich nun, daB zwischen 
ihrer Desinfektionskraft und ihrer hemmenden Wirkung auf die 
Glykolyse eine weitgehende Parallelitaét besteht. Die Desinfektions- 
kraft dieser Kérperklasse gegeniiber pathogenen Bakterien wurde im 
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Sinne der Untersuchungen von Morawitz und von Putter als Adsorption 
und Blockadewirkung aufgefaBt (12). Es liegt also nahe, anzunehmen, 
daS in diesem Falle die Giarungshemmung durch Adsorption der 
Stoffe an der Plasmahaut zustande kommt. 


Eine Gesamtschadigung der Hefezelle muB auch fiir die Einwirkung 
ler Saponine angenommen werden. Boas (13) fand, daB Saponin infolge 
ler Anderung des kolloidalen Zustandes der Plasmahautlipoide im Sinne 
einer gesteigerten Permeabilitat die Vergirung von Zucker mit Hefe férdert. 
In Verbindung jedoch mit Salzen ein- und zweiwertiger Kationen fiihrt 
es rasch zur Aufhebung jeglicher Garung und zum Tode der Zelle. Diese 
Wirkung kann durch Zusatz eines andersartigen Kations teilweise auf- 
gehoben werden. Auch Saéuren bewirkten eine Entgiftung der Salz-Saponin- 
kombination, wihrend Nichtelektrolyte wirkungslos sind. Nach ihm deuten 
seine Ergebnisse auf kolloidale Vorgange in der Plasmahaut hin und er- 
strecken sich scheinbar auf eine Anderung des Dispersitaétsgrades der Plasma- 
hautlipoide. 


3. Alkaloide. 
Tabelle I1l. 


Chininderivate. 





Hemmung 
der Glykolyse m/10 Lésungen 
Stoff durch eine Losung Wirkungszahl Troptenzanl 
von m.10-4 ; Wasser 41 
in Proz. 
Chininhydrochlor ....... 13 436 43 
Optochin hydrochlor ... . . 13 1 200 
Eucupin bihydrochlor ... . 67 20 900 
Vuzin bihydrochlor. .... . 82 63 100 77 
ee ae a ee 0 363 
ee, See 6 575 
CD cs 6 sete et 0 1 069 
Ce 8 8 se ee toe 0 158 
7. ee ee ee 0 >m 


Zum Vergleich: 


NE ee akg ie len. 9 >m 


*) Ein wasserlésliches Gemisch gleicher Teile Chinin und Coffein. 


Vergleiche auch die Kurventafel auf Seite 361. 


Die Wirkung des Chinins auf die Hefezellen ist bereits von Joachi- 
moglu (14) untersucht worden, welcher bei einer Konzentration von 1 : 364 
bis 1: 675 eine Hemmung der Hefegarung feststellte. P. Rona (8) und seine 
Mitarbeiter priiften die Wirkung des Chinins und seiner Derivate auf die 
freien Fermente, speziell auf Invertase und Lipase. Sie fanden, da die 
Konzentrationshemmungskurve eine Adsorptionsisotherme darstellt. Die 
Wirkung der einzelnen Homologen auf die Lipase entspricht ihren die 
Oberflachenspannung erniedrigenden Fahigkeiten, ebenso ]4Bt die Wirkung 
des Chinins auf die Invertase die Deutung als Adsorptionsvorgang zu. 
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Die von uns an den lebenden Hefezellen ermittelten Hemmunge; ve 
stimmen in ihrer Gré®enordnung und Reihenfolge mit denen yo, = 
Rona recht gut iiberein, so daB wir auch hier einen Adsorptions. 


vorgang anzunehmen haben, bei dem der Zusammenhang mit de; op 
chemischen Konstitution darin klar zutage liegt, daB mit wachsendey me 
Oxalkyl in 6-Stellung des Chinolinkerns die Wirkung zunimmt. ))j En 


Reversibilitat der Gairungshemmung wurde nicht untersucht. 


Beziiglich anderer Alkaloide liegt eine Arbeit von Rona, van EF) 


fC Yh 





und Tennenbaum (15) vor, welche den Einflu8 von Alkaloiden der Atropin ny 
Cocain- und Morphinreihe auf die Invertase untersuchten. Auch wir habe; Ad 
Alkaloide dieser Reihen gepriift und die Untersuchung noch auf andere ays ist 
gedehnt. Mi 
Die folgende Tabelle IV gibt die Resultate. a 
. ge 
Tabelle IV. zal 
Andere Alkaloide. W 
mi 
Hemmung un 
der Glykolyse 

Stoff durch eine Lésung Wirkungszahl Hi 
>) mi 
nu 
Atropin sulfuric ....... 18,3 — de 
Hyoscyamin hydrochlor .. . 15,5 — ge 
Scopolamin hydrobrom. . . . 16,5 _— me 
Cocain hydrochlor ..... . 13,0 — Al 
Psicain bitartaric. ...... 31,0 2 690 Mc 
Morphin hydrochlor ..... 15,0 _ = 
‘Codein phosphoric ..... . 17,6 — r: 
‘Dionin hydrochloric .... . 20,0 —_ Me 
‘Peronin sulfuric ....... 62,6 14 450 da 
Pilocarpin hydrochlor ... . 18,8 -- Zu 
Brucin sulfuric ........ 22.0 _ Dr 

Strychnin hydrochlor. ... . 59,8 18 200 
Corydalin hydrochlor. ... . 31,0 2819 clit 
Veratrin hydrochlor .... . 514 14 100 ge 
Coniin hydrochlor ..... . 0 — ku 
Nicotin hydrochlor . . ... . 0 — Ve 
ce ee ee a 15 — Be 
Die untersuchten Alkaloide haben fast alle eine hemmende Wirkung K 
auf die Glykolyse der Hefezelle gezeigt ; doch ist diese relativ schwach : 
0 


im Vergleich zum Eucupin und Vuzin. Nur das Strychnin und das 





Beeinflussung der Glykolyse von lebenden Hefezellen. I. 365 


Veratrin zeigen eine erheblichere Wirkung, wahrend das Nikotin und 
das Coniin ganzlich ausfallen. Die Tropfenzahlen bewegen sich auch 
bei den meisten in der GréBenordnung 40 bis 50, wihrend sie bei den 
optimalen Chinalkaloiden 67 und 82 betragt. Wie bei diesen, zeigt 
sich auch in der Reihe der Morphinderivate der wirkungssteigernde 
EinfluB des wachsenden Alkyls. 

Wir glauben hier die folgende Beziehung annehmen zu diirfen: Ist 
ein Alkaloid als Base wasserléslich und zugleich léslich in organischen 
Solvenzien, so wird es als Salz in der wisserigen Liésung von einem 
Adsorbens um so leichter gebunden, je geringer seine Wasserléslichkeit 
ist. Im Sinne der von Taube (16) entwickelten Anschauung wird das 
Milieu auf diesen Vorgang einen EinfluB haben, dahingehend, da8B mit 
steigender Aciditat dieser Vorgang gehemmt, mit steigender Alkaleszenz 
geférdert wird. So ist die Oberflachenaktivitat, gemessen an der Tropfen- 
zahl der Salze, auch bei Kationen kein absolut strenges MaB fiir ihre 
Wirkung, denn diese wird dementsprechend eine Funktion des Zell- 
milieus sein. Die Fahigkeit zur Adsorption ist vielmehr entscheidend, 
und bei dem bekannten Widerstreit (16a) zwischen der Traubeschen 
Haftdrucktheorie und der Adsorptionstheorie Warburgs andererseits 
méchten wir ganz entschieden der letzteren den Vorzug geben, denn 
nur sie erméglicht die Beriicksichtigung der elektrischen Charaktere 
der oberflichenaktiven Substanzen im Sinne des Donnan schen Gleich- 
gewichtes, was bei der Trauwbeschen Theorie und ihrer stalagmo- 
metrischen Basis unméglich ist. Denn priift man das Verhalten zweier 
Alkaloidchlorhydrate von annahernd gleicher Tropfenzahl in ihren 
Molarzehntellésungen beziiglich ihres Verhaltens der Kohle gegeniiber, 
etwa das Morphinchlorhydrat (Tropfenzahl 41) und das Nikotin- 
chlorhydrat (Tropfenzahl 40; Wasser 40) so findet man, daB an je 
0.1 g Adsorptionskohle Kahlbaum aus 50 ccm der Léisungen 0,0364 g 
Morphin und 0,001 g Nikotin adsorbiert sind. Gleichzeitig hat sich 
das py der Lésungen geandert, z. B. beim Morphin vor der 
Zugabe der Tierkohle py = 5,08, nach Beendigung des Versuchs 
Pu 4,97. 

Wir behalten uns vor, durch weitere Versuche am Kohlemodell 
die Adsorption der Alkaloide beziiglich ihrer Verteilung im Organismus 
genauer zu studieren, speziell im Hinblick auf ein adsorptiv-kon- 
kurrierendes Medium, glauben aber, schon durch diesen orientierenden 
Vorversuch eine weitere Stiitze fiir die Adsorptionstheorie der Narkose 
gegeniiber der Haftdrucktheorie (16) beigebracht zu haben. 

Nicht unerwahnt soll hier bleiben, daB wir beim Arbeiten mit 
Konzentrationen von molar 10~° fast immer eine astimulierende 
Wirkung auf die Girung beobachtet haben [vg]. hierzu Newberg und 
Sandberg (17)]. 
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4. Farbstoffe. 


Tabelle V. 





Farbstoffe der Triphenyl- und der Diphenylnaphthy!- 


methanreihe. 





Hemmung 
der Glykolyse 





Farbstoff durch eine Losung Wirkungszah! Bemerkungen 
von m.10 
in Proz 
Pararosanilin . 96,2 52 490 basischer Farbstoff 
Rosanilinacetat . 46 8710 a 
Malachitgriin . 36 5 250 
Kristallviolett 52 17 380 
Methylgriin 87 39 820 
Brillantgriin 9] 251 200 
Violett R 80 125 900 _ 
Tryparosan 100 30 200 Monochlor 
Setoglaucin O 86 83 180 . Fe 
Setocyanin O 72 199 600 ‘ ‘ 
Firnblau “oi 96 > 1000 000 .  Dichlor 
Victoriablau 6B 98 91 200 > Naphthyldiphen, 
Nachtblau 100 708 000 F : 
Chromgriin BD . 63 5012 | Carbonséure Bi 
Chromgriin GD . 39 is Je 
Rosolséure 34 —— 2 OH-Gruppen Pseudosaure K 
ppe u 
Wasserblau . 0 — Sulfosaure “A 
Guineagriin l — 7 u. OH AC 
Saurefuchsin 0 a * . OH rt 
Saureviolett 15 a 
Erioglaucin 28 . OH i. 
Cyanol FF. . 0 — 2 D 
Xylenblau AS 6 — : . CH D 
Isaminblau 6B . ll ‘ B 
Nachtgriin SF 34 — e ~a - 
Saureviolett 4 BNS 44 6310 —Naphthyldiphenylsulfosaure ; 
Wollgriin § 0 — . u. OF 
Wollgriin BS . 0 - . 
Tabelle VI. 
Chinolinfarbstoffe. 
Hemmung 
der Glykolyse 
Farbstoff durch eine Losung Wirkungszahl 
von m.10-4 
in Proz. 
Yatren . 10 — 
Cyanin . 0 ~- 
Pinachrom . 2.6 3 162 
Pinacyanol . 100 200 000 
Orthochrom T 43 6310 
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Tabelle VII. Acridinfarbstoffe. 





Hemmung 
der Glykolyse 
Farbstoff durch eine Losung Wirkungszahl 
von m.10~* 
in Proz. 
OS eee ae ee ee 100 631 000 
eee a 66 20 900 
ee 52 11 500 
Acridinorange NO ...... 94 31 450 
Neu-Acridinorange R.... . 98 31 500 
PE 5 os ssc «4% 0% 100 38 020 
Homophosphin........ 92 120 000 
Phosphin extra. ....... 89 25 100 


Tabelle VIII. Azofarbstoffe. 





Hemmung 
der Glykolyse 
Farbstoff durch eine Losung Wirkungszahl Bemerkungen 
von m. 10-4 
in Proz. 
Bismarckbraun . 95 > 1000000 | Basischer Farbstoff 
Janusblau.... 92 502 000 = 7 
Kresotingelb . . . 41 -- Benzidinreihe, Carbonsaure 
Congorot .... 0 —_ ° Sulfosaure 
Acetopurpurin 8 B 0 — . ; 
Trypanrot . ... 15 — ‘ . 
Sulfonazurin D. 19 — a " 
Trypanblau .. . 3 -- Tolidinreihe, A 
Dianilblau. .. . 0 — » ° 
DiazurimnB.... 0 -- Dianisidinreihe, 
Brillantazurin 5 C 8 a . - 
Orange IV.... ll _- Sulfanilsaure, Diphenylamin 
MandarinC ... 3 — ‘ 4+Naphthol 


' 


Tabelle 1X. Andere Farbstoffe. 








Hemmung 
der Glykolyse 
Farbstoff durch eine Losung Wirkungszahl 
von m,10-4 
in Proz. 
Safranine. 
SS Se a ercere eee 73 30 200 
Ns ae haa ah gn ea 99 | 316000 
Methylenviolett BN ..... 90 1 000 000 
moeaes GG . wt ttt 69 355 000 
Oxazine. 
0 eee 100 355 000 
a las ocr 100 35 000 
es 2 « wos «8 @ 97 48 000 
Choelestinblau B....... 19 ca, | 100 
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Tabelle LX (Fortsetzung). 





Farbstoff 


Methylenblau .. . 
Neu-Methylenblau N 
Thioninblau ‘ 


Uranin . 

Eosin 

Erythrosin 

Rose bengale G 
Rose bengale 3B . 


Brillant-Kitonrot BO . 
Echtsaureviolett BO 
Echtsaureblau B 
Rhodamin B 


Rosindulin 2G . 
Indulinscharlach 
Neutralblau 


Primulin gelb .... 
Anthrachinonviolett O 
Alizarinsulfosaures Na 
Auramin O.. : 
Flavindulin ON 


durch cine Losung 


Thiazine. 


Phthaleine. 


Xanthone. 


Hemmung 
der Glykolyse 


Rosinduline. 


Diverse. 


Diaminodiphenyliminomethan . 


Neutralrot 


1923. 


Wirkungszah! 


von m. 10-4 
in Proz 
21 2750 
95 66 000 
46 
l ha 
89 43 660 
95 52 500 
56 13 180 
66 22 120 
25 — 
43 5 624 
0 ints 
91 30 300 
36 —_ 
0 — 
0 < 
28 - 
32 4 365 
95 63 000 
0 io 
91 14 450 


Zur Berechnung des Molekulargewichts der Farbstoffe benutzen 
wir, soweit als méglich, die Schultzschen Farbstofftabellen, 6. Auf- 
lage, 

Uber die Wirkung der Farbstoffe auf Hefezellen liegen bereits melirer 
Bokorny (17a), der eine chemische Bindung zwischen Farb- 


stoff und Hefezelle postuliert, fand, da8 Anilinfarben, besonders solche mit 


groBem 


Art nicht mehr wirksam sind. Er untersuchte in lproz. Lésungen a 


Farbvermégen, die Hefezellen noch 


in 


einer Verdiinnung 


vi 
1: 100000 abtéten, bei welcher Konzentration die starksten Gifte andere: 


DI 


Fuchsin, Jodviolett, Methylgriin (geringe Giftigkeit) Malachitgriin, Tro- 
paolin, Eosin, Chrysoidin, Viktoriablau und Dianilschwarz. Die Wirksamkei! 


dieser Farbstoffe soll mit der Temperatur steigen. 
unterscheiden zwei Wirkungsarten. Entweder kénnen die Farbstoffe in 


Euler und Florell 


Is 


Zelle eindringen und darin chemisch gebunden oder durch ihre Léslichkeit 
nach dem Verteilungssatze festgehalten werden. Die Oberflachenadsorpti 
scheint die haiufigere Erscheinung zu sein, oft tritt aber beides gleichzeitig 
ein, wobei die Adsorption nicht nur von der Farbstoffkonzentration und ce! 








n 
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Temperatur, sondern auch von der py, der Milieus und der Cartatigkeit 
ler Zellen abhangig ist. Welche der Bindungen auch eintritt, die Garfahigkeit 
ler Zellen wird geschadigt und vital gefarbte Zellen arbeiten unter patho- 
logischen Bedingungen. Die Versuche wurden mit Chyrsoidin, Janusblau, 
Ponceau R und Methylenblau ausgefiihrt. Ferner ist hier noch der Arbeit 
von Rohland und Heyder (19) zu gedenken, welche als erste den EinfluB 
der Konstitution der Farbstoffe fiir die Adsorption an der Plasmahaut 
erkannten, ohne jedoch eine GesetzmiéBigkeit nachweisen zu kénnen. 
J. Schumacher (20) glaubt die salzartige Bindung basischer Farbstoffe an 
die Nucleinséure des Zellkerns annehmen zu miissen, dadurch, daB nuclein- 
saure Farbstoffe nicht mehr die Zelle zu farben vermégen; wenngleich wir 
letztere Beweisfiihrung ablehnen miissen, méchten wir seinem Resultat 
beipflichten. Fiir das vorliegende Problem kommt dies insofern nicht in 
Frage, als die Zellkerne wohl das Wachstum der Hefezellen regulieren, 
schwerlich aber ihre Glykolyse. 

Zur Deutung des in unseren Tabellen wiedergegebenen experi- 
mentellen Materials haben wir uns die folgenden Vorstellungen gemacht : 

DaB die sauren Farbstoffe nur von geringer Wirkung sind, ist im 
Hinblick auf Tabelle I und die dort klargelegten Beziehungen selbst- 
verstandlich. Die weit intensivere Wirkung der basischen Farbstoffe 
schwankt indessen auch zwischen weiten Grenzen, weil sie die Resultante 
verschiedener Momente darstellt. 

Auf die Bedeutung des Kationencharakters ist zur Geniige hin- 
gewiesen. Dazu kommt im vorliegenden Falle der kolloidale Charakter 
sowie das Dipolmoment, welches im Sinne der Lorenzschen Theorie (21) 
die Adsorption begiinstigt. In jeder Hinsicht sind weitgehendste Uber- 
ginge vorhanden. Fiir die Intensitat dieser Momente ist naturgemaB 
die chemische Konstitution vérantwortlich, und ahrlich wie bei den 
organischen Quecksilberverbindungen (12), den Chinaalkaloiden und 
der Morphinreihe zeigt es sich, daB ein gegebener Grundtyp eine 
Steigerung seiner Wirkung erfaihrt, wenn man die an sich schon vor- 
handene Adsorptionsfihigkeit seines Grundmolekils durch Einfiihrung 
geeigneter solvatisierender Substituenten, wie Halogen, Alky!, Oxalky], 
Aryl usw. steigert. Zum Beweis fiihren wir die Phthaleine(Tabelle IX) an, 
deren Wirkungszahl von 0 bis 50000 anzusteigen vermag, wenn man 
sie mit Halogen substituiert. Gleichsinnig wachst der Wirkungswert 
der an sich schon stark wirksamen Triphenylmethanfarbstoffe 
(Tabelle V) vom Malachitgriin von 5000 iiber Tryparosan mit 30000 
zu der entsprechenden Dichlorverbindung, dem Firnblau, an, dessen 
Wirkungswert eine Million iibersteigt. 

Diese Wirkung wird sofort geschwicht oder vernichtet, wenn man 
hydratisierende Gruppen, wieCarboxy]-, Sulfo-, Polyoxygruppeneinfihrt, 
so daB die hier gefundenen Resultate weitgehende Ahnlichkeit zu den Be- 
ziehungen besitzen, welche fiir die Desinfektionskraft organischer Queck- 
silberverbindungen (12) maBgebend sind, wo ebenfalls die Wirkung als 


24* 
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eine Resultante derim Molekiil vorhandenen Solvatation und Hydratat ion, 
aufzufassen ist. Was wir am Beispiel der Abietinsiure und des Vuzins 
einleitend erklirt haben, findet hier seine groBziigige Bestatigung 
indem alle sauren Farbstoffe den betreffenden basischen deshalb ay 
Wirkungswert weit unterlegen sind, weil ihr Permeiervermégen im 
Sinne der Donnanschen Gleichgewichte denen der basischen Farbstoffe 
weit unterlegen ist. So findet die in der Bakteriologie geiibte Firbhe- 
technik ihre zwanglose Erklarung. 


5. Physiologische Substanzen. 


Neuerdings hat man beobachtet, daB unter den physiologischen 
Stoffen einige die Eigenschaft haben, die Hefegarung zu hemmen. 

Polano und Dietl (22) fanden solche Stoffe in den Hautabsonderungen 
menstruierender Frauen, und Meyerhof wie auch Myrbdck (23) fanden sie 
in den Muskelextrakten, die zur Darstellung von Cocymasepraparaten 
dienten. Der im Schwei8 der Menstruierenden vorkommende Hemmungs. 
stoff ist als Cholin erkannt worden. Vielleicht handelt es sich auch in den 
Myrbdckschen Extrakten um Stoffe der Cholinreihe. 

Auch wir haben einige dieser Stoffe in den Kreis unserer Unter- 
suchungen einbezogen und geben in der folgenden Tabelle X die Zahlen 
unserer Messungen. 





Tabelle X. 
Cholin und Guanidinderivate. 
Hemmung 
der Glykolyse 
Stoff durch eine Losung  Wirkungszahl 
von m. 10-+ 
in Proz. 
Cholinchlorhydrat ...... 12 — 
I id og igs wha 52 12 000 
Guanidincarbonat ...... 19 — 
Diphenylguanidinchlorhydrat . 32 3 160 
0 ER ae eee ae 34 — 
CS SS a ee 0 — 
Kreatinolchlorhydrat . .. . . 0 -—— 


Wir entnehmen der Tabelle, daB im Gegensatz zum Cholin, das 
nur sehr schwach wirksam ist, das Acetylcholin sich als starkes Hefegift 
erweist in Ubereinstimmung mit den Befunden an héheren Organismen. 
Eine ahnliche Steigerung finden wir beim Ubergang vom Guanidin zum 
Diphenylguanidin. Diese Wirkungssteigerung schreiben wir der gréBeren 
Adsorptionsfahigkeit der substituierten Verbindungen zu. Die schwach 
hemmende Wirkung des Sarkosins diirfte auf ahnlichen Ursachen 
beruhen. Unwirksam war das Kreatinin und das Kreatinol (23 a), welche 
méglicherweise als Stickstoffquelle fiir die Hefe dienen, wie das vom 
Guanidin fiir niedere Pilze bekannt ist (24). 
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IV. SehiuB. 

Die Eignung einer chemischen Substanz zur Hemmung der 
Glykolyse im Sinne der Warburgschen Narkosetheorie wird nach 
unserer Auffassung (12) bedingt durch das Verhiltnis der solvatisierenden 
zu den hydratisierenden Momenten im Molekiil. Diese Beziehung 
entscheidet tiber die Adsorbierbarkeit. Der elektrische Charakter 
des Grundmolekiils und der einzelnen Substituenten bestimmt den 
cesamtelektrischen Charakter des Molekiils, aber erst mit dem Hervor- 
treten des Kationencharakters wird die Wirksamkeit optimal. Dipol- 
momente werden sowohl die Adsorbierbarkeit als auch die Fahigkeit 
zur molekularen Assoziation férdern und damit geeignet sein, die 
Wirkung ihrerseits zu steigern. Hier liegt die Beziehung zu den Beob- 
achtungen, die Schulemann (25) an den sauren Farbstoffen iiber den 
EinfluB des Dispersitatsgrades machen konnte. Das Optimum des 
Dispersitatsgrades liegt in unserem Falle bei den rein kolloidal gelisten 
basischen Farbstoffen'). 

Alle diese Beziehungen behalten ihre volle Giltigkeit im Hinblick 
auf die Resultate, welche Yabusoe (4) auf Veranlassung von Warburg bei 
der Hemmung der Tumorglykolyse durch Anilinfarbstoffe gefunden hat. 
Die GréBenordnung der Glykolysehemmung ist bei ihm etwa der zehnte 
Teil wie in unseren Versuchen, wenn er im Serum, also unter natiirlicher 
Bedingung, arbeitet. Es liegt auf der Hand, daB ein konkurrierendes 
Medium, dem eigene Adsorptionsfihigkeit zukommt, in diesem ab- 
schwichenden Sinne wirken muB. Da sich indessen die Glykolyse der 
Tumorzelle bei einem py von etwa 7,3 abspielt, wihrend wir unsere 
Versuche bei einem py von 4,5 vornehmen muBten, so scheiden fiir 
erstere alle diejenigen Substanzen aus, welche in dem alkalischeren 
Milieu nicht mehr léslich sind, wie etwa das Vuzin. In der Parallelitiat 
der beiderseitigen Ergebnisse erblicken wir einen Beweis fiir die Be- 
rechtigung, das Studium der Hemmung der Hefegiirung als Modell- 
versuch zur Tumorglykolyse heranzuziehen. 


Im Hinblick auf die kleinen Wirkungszahlen der Farbstoffe im 
Serum erscheinen die nur geringen Erfolge verstindlich, die man bei 
den Versuchen einer Carcinomtherapie mit Farbstoffen gehabt hat, 
z. B. die Therapie mit Isaminblau nach Roosen (25). Hier ist ferner 
zu bedenken, daB die normalen Abfangvorrichtungen des Organismus, 
Leber und reticulo-endotheliales System, bestrebt sein werden, die zur 
Therapie zugefiihrten Substanzen dem Kreislauf wieder zu entziehen. 


Darum haben offenbar die Versuche A. v. Wassermanns (26), die 
Farbstoffe als Transportmittel zur Einfiihrung von Giften in die Tumor- 


') Vgl. dazu Freundlich, Kapillarchemie, 8. 894. 

















372 W. Schoeller u. M. Gehrke: Beeinflussung der Glykolyse usw. L. 
zelle, wie z. B. Eosinselen, nach anfinglichen Erfolgen an Tumor. 
mausen bei menschlichen Tumoren zu keinen Erfolgen gefiihrt. Imm 
hin erhalten jene auf rein empirischem Wege gefundenen therapeutische 
Beobachtungen durch Yabusoes und unsere Untersuchungen _ ih; 
theoretisches Fundament. 

Die Ubertragung der hier kurz entwickelten Beziehungen auf 
das Problem der Verteilung im Organismus behalten wir uns vor. 

Bei der Ausfiihrung unserer vielen Messungen — wir untersuchten 
von den Farbstoffen allein rund 200 — hatten wir uns der eifrigen wd 
sorgfailtigen Mitarbeit von Frl. Elfriede Wengel zu erfreuen. 
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Uber Formaldehydbildung 
bei Reduktion der Kohlensiure durch Wasserstoffperoxyd. 


Von 
E. Rupp und H. Sehlee. 


(Aus dem pharmazeutischen Universitatsinstitut Breslau.) 


(Eingegangen am 31. Mdrz 1926.) 


Zum Problem der pflanzlichenAssimilation interessiert die Reduzier- 
barkeit von Kohlensaure zu Formaldehyd durch Wasserstoffperoxyd 
n vitro. Auf Grund der Bildungsméglichkeit von Wasserstoffperoxyd 
m Blattgewebe hat Phipson') die Assimilationsgleichung 

H,CO, + H,O, = CH,O + O, + H,O 
aufgestellt, und M. Kle instiick *) glaubte die Bildung von Formaldehya 
in hydroperoxydhaltiger Natriumbicarbonatlésung nach obiger G!ei- 
chung dargetan zu haben. H. Wislicenus*) hat dies in einer Experimental- 
abhandlung iiber ,,Die Reduktion der Kohlensiure durch Hydroperoxyd 
als Grundlage der pflanzlichen Assimilation“ als irrig erwiesen, dagegen 
die unter Sauerstoffentwicklung verlaufende spontane Bildung von 
Ameisensaure in peroxydhaltiger Bicarbonatlésung festgestellt. Er 
erblickt in dieser den ohne Energieaufwand verlaufenden _ ,,ersten 
wichtigen Schritt der Assimilation“ und schreibt: ,,.Die zweite Stufe 
von der Ameisensiure zum Formaldehyd aber scheint wesentlich 
schwieriger erreicht zu werden, der Energiezufuhr (Licht) mit be- 
sonderen katalytischen Hilfsmitteln, Chlorophyll (Willstdtter), Ober- 
flachenwirkung usw. zu bediirfen. Zur experimentellen Durchpriifung 
der Baeyerschen chemischen Assimilationshypothese fehlt noch der 
biindige experimentelle Nachweis der (katalytischen ‘) Reduktion der 
Ameisensaure oder der Kohlensiure selbst oder ihrer Salze zu Form- 


aldehyd.* 


1) Czapek, Biochemie der Pflanzen 1, 20. Kap., 1913. 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 51, 108, 1918. 
3) Ebendaselbst, S. 942. 
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Angeregt durch die Arbeiten O. Warburgs iiber die vitalkatalytiscly 
Bedeutung des Eisens und dessen aktivierende Wirkung auf die Sayer. 
stoffentbindung aus Wasserstoffperoxyd hat nun der erstere von wn 
vor einigen Monaten Natriumbicarbonatlésungen bei Gegenwart 
geringer Ferrisalamengen mit Wasserstoffperoxyd in Reaktion versetzt 
Dabei wird auBer Ameisensdure und ebenso spontan wie Ameisensiiny, 
auch Formaldehyd gebildet. 

Der Versuchsansatz war folgender: 150 ccm 3 bis 4proz. Natriun 
bicarbonatlésung wurden mit 0,03 g in Alkalicarbonat klar lésliche 
Eisenweinsteins') und 5cem Perhydrol (30 Proz.) versetzt. Die alsbald 
gelinde einsetzende Gasentwicklung wurde allmahlich lebhaft perlend 
Ein an die Flaschenmiindung gehaltener glimmender Span entflammt: 
und ein mit Barytwasser befeuchteter Glasstab wurde getriibt. Es 
entwich also kohlensaurehaltiger Sauerstoff. Nach etwa 6 Stunde: 
war die Gasentwicklung erloschen; am Boden der Flasche setzte sic! 
ein der Eisenmenge entsprechender ferrihydroxydahnlicher Anflug ab 
und die Lésung gab die Farbreaktionen des Formaldehyds. In einen 
der Erstversuche, wo die Bicarbonatlésung zur Abstumpfung etwaiger 
Sodaspuren mit einigen Tropfen Salzsiure versetzt und auch etwas 
weniger Eisensalz zugefiigt wurde, war der Formaldehyd auch dure! 
den Geruch wahrnehmbar. 

Unsere weiterhin gemeinsam unternommenen Versuchsreihen sind 
vorlaufig mehr qualitativer Art mit kolorimetrischer Schatzung der 
gebildeten Formolmergen. Als bestgeeignete Farbreaktion hierfiu 
erwies sich die Formolprobe mit eisenhaltiger Peptonlésung nach 
v. Fillinger®). Die Probe ist sehr selektiv. Kein anderer Aldehyd oder 
bekannterer organischer Stoff gibt damit eine so typische Farbe wi 
Formaldehyd, noch wird dieselbe durch Ameisensiure oder Wasserstcff- 
peroxyd gestért. Die Ausfiihrung ist folgende : 5 ccm Priiflésung werden 
mit 1+5 verdiinnter Schwefelsiure neutralisiert, mit 5ccm Reagens 
gemischt und dann mit 5ccm konzentrierter Schwefelsiure unter- 
schichtet. Das Reagens wird durch Lésen von 0,3 g Pepton (W iit) 
in 100cem Wasser und Zufiigen von 10 Tropfen 5proz. Eisenchlorid- 
lésung hergestellt. Bei Anwesenheit von Formaldehyd entsteht tiber 
der Schwefelsiure ein rot- bis blauvioletter Ring. 


Bei einem Formaldehydgehalt von etwa 0,2 bis 10 mg in 100 ccm 
besteht zwischen Farbungsintensitat und Formaldehydmenge brauch- 
bare Proportionalitat, nach der in folgenden Versuchsreihen der gebildet 
Formaldehyd teils direkt, teils im Destillat annahernd bestimmt wurde 


') Aus Ferrihydroxyd und Weinstein. Herkémmliche Forme!: 
C,H,(OH),. COOK .COO(FeO) (Ferrylkaliumtartrat). 
2) Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 16, 226, 1908. 
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Formaldehydbildung bei Reduktion der CO, durch H,O, 377 


Die Versuchsreihen zeigen, da Formaldehydbildung nur nach- 
visbar ist, wenn Bicarbonat, Wasserstoffperoxyd und _ Eisensalz 
gleichzeitig zugegen sind. Wie Eisenweinstein wirken auch andere 
Kisensalze. Der Formaldehyd entstammt also nicht der Weinsaure. 
\Yabige Temperaturerhéhung beschleunigt den Prozeb. 

Neben Formaldehyd war stets Ameisensiure nachweisbar. Man 
erkennt sie daran, daB die Priiflésungen auf Zusatz- von Merkurichlorid 
nd Natriumacetat beim Erwirmen reichlich Merkurochlorid ab- 
«heiden, wahrend Formaldehydlésungen dabei nur schleierige Triibungen 
zeigen. 

Zur Bestimmung der Ameisensiure wurden die Lésungen mit 
verdiinnter Essigsiure bzw. die Destillate der mit verdiinnter Schwefel- 
siure angesiuerten Gemische mit n/10-KOH neutralisiert und nach 
Zusatz von 30 com Quecksilberchloridlésung, die in 100 cem 5 g Merkuri- 
chlorid und 2,5g Natriumacetat enthielt, 6 Stunden auf bedecktem 
Wasserbad erwirmt. 

Nach Versuch 2 der Tabelle II liefern 1,1 mg Formaldehyd 
34mg Kalomel. Durch Oxydation mit Wasserstoffperoxyd (Versuch 3) 
erhalt man die der entstandenen Ameisensdure entsprechende Menge 
Merkurochlorid. Die in den Bicarbonat-Wasserstoffperox ydansatzen 
kolorimetrisch bestimmte Formaldehydmenge betrigt meist bis etwa 
ll mg (= 3,4mg Hg,Cl,). Zieht man in den Versuchen 4 bis 8 diese 
34mg von dem gewogenen Kalomel ab, so ergibt der Rest, mit 0.0977 
multipliziert, den Gehalt an Ameisensiure. Andererseits erhalt man 
aus dem nach Oxydation der Lésung mit Wasserstoffperoxyd gewogenen 
Kalomel nach Abziehen des der Ameisensaure entsprechenden Kalomels 
durch Multiplikation mit 0,06373 den Gehalt an Formaldehyd (Ver- 
such 12 und 13). 

Die Mengen der erhaltenen Ameisensaiure stimmen mit den Be- 
funden von Wislicenus iiberein, der bei seinen Versuchen bis etwa 2 mg 
Ameisensiure in Peroxyd-Bicarbonatgemischen ermittelt hat. 

Bei Anstellung der Fillingerschen Reaktion beobachtet man vor 
Auftritt von Formaldehyd und eines entsprechenden Violettringes einen 
Gelbring, der in ganz ahnlicher Weise mit héchst verdiinnten Ameisen- 
siurelésungen auftritt. Doch auch ohne dieses Indizium stellt wohl 


Ameisensaure, wie von Wislicenus angenommen, das erste Reduktions- 
produkt der Kohlensiure dar. Da in dieser Reaktion 
OH OH H 
CO + CO + O, + H,O (schematisch) 
SoH OH OH 
dem von R. Willstdtter endgiiltig bestatigten Respirationskoeffizienten !/, 
bereits Geniige getan ist, d.h. auf ein Volum CO, ein Volum Sauer- 
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stoff entbunden wird, kann die weitere Umwandlung der Ameisensiiy,; 
in Formaldehyd nicht nach demselben Reaktionsschema 


H OH H 
co { cO + 0, + H,O 
OH OH H 


erfolgen. 

Wie oben erwahnt, enthalt der aus wasserstoffperoxydhaltige, 
Bicarbonatlésungen entweichende Sauerstoff Kohlensaure. Diese}, 
Beobachtung hat schon Wislicenus gemacht. Er sagt hierzu |. ¢.: Dj 
Entstehung dieser Kohlensaure ist zunachst unerklart, weilim Bicarbonat 
Alkali zur Deckung der Ameisensiaureaciditat ausreichend vorhande 
ist. Wenn also die Verdriangung von Kohlensiure durch freie Ameise; 
siure nicht in Frage kommen kann, so miiBte man etwa annehme: 
daB ein Teil der entstehenden Ameisensaiure in Kohlendioxyd und 
Wasserstoff zerfallt, der im Entstehungszustand ein anderes Molekii 
des Bicarbonats zu Ameisensaure reduziert.“‘ 

Wir vermuten dagegen hier die Bildung des Aldehyds in Cannizzaro. 
scher Disproportionierung der Ameisensdure zu Kohlensdure und Form. 
aldehyd. 


H H OH 
2¢O =Cco +co 
NOH SH OH 


Der Umwandlung von Bicarbonat bzw. Formiat in Formaldehyd 
entsprechend war anzunehmen, daB die Hydroxylionenkonzentration 
der Reaktionsgemische allmahlich zunimmt. Das ist der Fall; Phenol- 
phthalein wird schlieBlich lebhaft angerétet und daher auch der Eisen- 
katalysator ausgefallt. 

Da nach Obigem die Reduktion der Kohlensaiure nicht nur bis 
zur Ameisensaure, sondern bis zum Formaldehyd ohne auBeren Energie- 
aufwand fortschreiten zu kénnen scheint, diirfte es interessieren, in- 
wieweit der photochemische Energiehub der Assimilation in der Bildung 
von Wasserstoffperoxyd besteht, und ob auch dabei das Chlorophy!! 
mitwirkt. 
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Zur Methodik der Standardisierung 
yon Hypophysenextrakten am Blasenfistelhund und Bewertung 
der damit erhaltenen Ergebnisse. 


Von 
Hans Molitor. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Wien.) 
(Eingegangen am 1. April 1926.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 

Die immer ausgedehntere Verwendung von Hypophysenpriparaten 
in der Therapie und dadurch angeregte Steigerung ihrer industriellen 
Erzeugung hat es wiinschenswert gemacht, sichere und dabei méglichst 
einfache Methoden fiir die Priifung ihrer Wirksamkeit zu besitzen. 


Unstreitig die empfindlichste ist die von Dale und Laidlaw (1) ange- 
gebene am isoherten Meerschweinchenuterus, die auch von der inter- 
nationalen Standardisierungskommission (2) in erster Linie als Auswertungs- 
verfahren empfohlen wurde. Neben der oxytocischen lassen sich aber 
auch die pressorischen und antidiuretischen Eigenschaften der Hypo- 
physenextrakte zu vergleichenden Wertbestimmungen heranziehen. Nach- 
dem Konschegg und Schuster (3), Larson und Rowntree (4), Molitor und 
Pick (5), Smith und McKlosky (6) zeigen konnten, daB die letzteren auch 
bei Tieren sich regelmaBig geltend machen, war es méglich, auf der Hemmung 
der Wasserdiurese eine biologische Priifungsmethode fiir Hypophysen- 
extrakte aufzubauen [Kestranek, Molitor und Pick(7)]. Dieses seit mebr als 
3 Jahren am hiesigen Institut in Verwendung stehende Verfahren zur 
Auswertung von Handelshypophysenpriiparaten, das in anderer Form 
auch von Byjlsma (8) geiibt und empfohlen wurde, hat sich als auber- 
ordentlich bequem, sicher und sparsam erwiesen. Wahrend aber ein- 
gehende Angaben iiber Versuchstechnik und Fehlergrenzen bei der Uterus- 
methode vorliegen, bestehen solche fiir die antidiuretische nur hinsichtlich 
der Technik der Anlegung der Blasenfistel und des Vorgehens beim Diurese- 
versuch im allgemeinen [Kestranek, Molitor und Pick (7)]. Genaue, auf 
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Serienversuche gestiitzte Angaben tiber die Rolle verschiedener Einze!| 

wie Dauer des Versuchs, verabreichte Wassermenge, Pause zwiscl: 

Versuchen, Gewélinung usf., fehlen ebenso wie eine kritische Bewertun, sch 
der erhaltenen Resultate und der erreichbaren Genauigkeit und Konstay; Past 
der Werte. Besonders letzteres ist fiir die Beurteilung der Brauchbarke; vers! 
eines neven Standardisierungsverfahrens fiir Hypophysenpriparate vo, i 
Bedeutung, da es nur zu bekannt ist, wie auBerordentlich die Empfin . in 
keit verschiedener Meerschweinchenuteri fiir Hypophysenextrakte yo, vi 
einander abweicht. Aus diesem Grunde kann bei Verwendung der Uterus. Bei ¢ 
methode die Starke eines unbekannten Praéparats auch nicht unmitte!]! lie 

nach dem Grade der dadurch bewirkten Uteruskontraktion beurteilt werdey, [Mo 
sondern erst auf dem Umweg des Vergleichs mit einem bekannten Hypoph ys: Abn 
extrakt. vol 


Die nachfolgenden Untersuchungen wurden zu dem Zwecke ap- wen 
gestellt, die Bedingungen, welche den Ablauf und Ausfall einer Hinter her 
lappenauswertung am Blasenfistelhund beeinflussen, zu studieren wid we 
dabei, wenn médglich, zur Festsetzung einer biologischen Werteinheit 
fiir Hypophysenpraparate zu gelangen, wie sie ahnlich fiir Insulin ode 
Digitalis besteht. 


Il. Versuche. 


A. Der Wasserversuch unter verschiedenen Bedingungen. 


Schon friiher [Kestranek,’ Molitor und Pick (7)] ist auf individuell: 
Schwankungen in der Wasserdivrese verschiedener Hunde sowol 
hinsichtlich der gesamten Harnmenge wie des Verlaufs der Aus 
scheidungskurve hingewiesen worden. Sobald sich vergleichende 
Untersuchungen nur auf ein und dasselbe Tier beziehen und auferden 
Normalwasserversuche wiederholt zwischengeschaltet werden, kénne: 
derartige Unterschiede zwischen den einzelnen Hunden vernachlassigt 
werden. Die Verwendung der Diuresehemmungsmethcde zur Aus 


wertung von Handelspraparaten bringt es aber naturgemaB mit sic! a 
da® dann Versuche von experimentell weniger geschulten und minde: von 
kritischen Beobachtern vorgenommen werden und als positiver Aus bis 
schlag unter Umstinden gedeutet wird, was noch in die Fehlergrenz vor 
fillt. Deshalb schien es im Interesse der Zuverlassigkeit dieses praktisc! 

so einfach durchzufiihrenden und billigen Standardisierungsverfahrens des 
angezeigt, an der Hand eines grofen Materials — gegen 300 Versuche we 
zunichst Bedingungen und Ablauf des normalen Wasserversuchis ar 
genau zu untersuchen. Die Hauptaufgabe bestand in der Festlegung wes 
einer Versuchstechnik, welche die geringsten prozentualen Schwa: unt 
kungen zwischen einzelnen Wasserversuchen am gleichen Tiere erga! der 
daneben waren jene Abinderungen bei Anstellung der Versuche i: = 


Betracht zu ziehen, welche die Abkiirzung des Verfahrens ohne Minde- tend 
rung der Genauigkeit erméglichten. gh 
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Die allgemeinen Versuchsbedingungen und die Technik der Anlegung 
r Blasenfistel sind von Kestranek, Molitor und Pick (7) austiihrlich be- 
«hrieben. In Ergiéinzung hierzu ist zu bemerken, da sich ein EinfluB der 
laveszeit und der Zusammensetzung des Futters auf den Ablauf der Diurese- 
rsuche nicht feststellen laBt, sofern nur die Hunde zu Versucnsbeginn 
ichtern sind; um diesbeziiglich ganz sicher zu gehen, werden die Tiere 
im besten regelmaiBig am Nachmittag gefiittert und bleiben dann bis zum 
nachsten Morgen 16 bis 18 Stunden hindurch ohne Futter und Wasser. 
Bei den ersten Versuchen zeigt sich oft eine Herabsetzung der Harnsekretion, 
lie wahrscheinlich auf zentrale Erregungen zuriickgefiihrt werden kann 
(Molitor (9)]. Hat sich das Tier einmal an die aufgezwungene Stellung und 
\bnahme der Harnportionen in Zwischenriumen von je 10 Minuten ge- 
vohnt und normale Diuresewerte erreicht, so wird es zweckmaBig regel- 
abig zumindest zweimal wéchentlich — zu Diureseversuchen ver- 
wendet ; schon ein versuchsfreies Interval] von 14 Tagen erfordert bei sensiblen 
lieren in manchen Fallen wieder eine neuerliche Einstellung auf den Normal- 
wasserwert (s. Tabelle I). 


Tabe lle I. 





Gesamte ausgeschiedene Harnmenge 


Cente bei je | ,stiindiger Entnahme in com 
2, XIT. 12 53 73 93 
4. XIT. 19 62 74 85 
7. a 7 21 33 41 
10. I, 14 38 66 O4 
5. IT. 13 30 37 12 
6. I. 13 48 81 90 
10. I, 30 49 77 94 


Blasenfistelhund ,,Bulli*, 15 kg schwer, erha]t mittels Schlundsonde 
je 100 cem Wasser am 2. und 4. Dezember, 7. und 10. Januar, 5., 6. und 
10. Februar. Die Versuche am 2. und 4. Dezember 1925 sind Normal- 
wasserversuche am Ende einer Auswertungsreihe. Vom 4. Dezember 1925 
bis 7. Januar 1926 steht der Hund nicht in Verwendung, desgleichen nicht 
vom 10. Januar bis 5. Februar. 

Von wesentlichem Emflu8 auf den zeitlichen und quantitativen Ablauf 
des Wasserversuchs ist die Menge des mittels Schlundsonde dargereichten 
Wassers; iibersteigt sie 300 cem, so findet sich wohl der typische Anstieg 
und Abfall der Diuresekurve, die Zeit bis zur Riickkehr auf normale 
(niichtern) Werte der 10-Minuten-Harnportionen wird aber auBerordentlich 
verlangert und die Versuchsdauer damit unnétig ausgedehnt. Wassergabe 
unter 100 cem fiihrt hingegen zu betrachtlichen Schwankungen zwischen 
den einzelnen Normalversuchen, die zum Teil vielleicht damit zusammen- 
hangen, daB bei Verabreichung so kleiner Mengen die Perspiratio insensibilis 
und der Wasserverlust durch die Ausatmung merkbar in Erscheinung 
treten. Die Form der Diuresekurve an sich ist jedoch zumindest beim 
gleichen Tiere bei verschiedenen Wassergaben sehr ahnlich, wie aus 
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Abb. 1 zu ersehen ist; auch die durch Hypophysenpraparate verzég: 
Diurese gibt bei Verwendung verschiedener Wassermengen kurvenm: 


sehr ahnliche Bilder, wie Abb. 2 zeigt. 
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250 com Wasser (13. November). 
-—--—-—- 158 com Wasser (27. November). 





100 com Wasser (30. November). 
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Abb. 2. 
200 com Wasser (14. November). 
----~— 200 ccm Wasser, 0,1 com Physormon subkut. (23. November) 
100 com Wasser (27. November). 
*—-+—-+ 100ccm Wasser, 0,1 com Physormon subkut. (2, Dezember). 


Da somit die fiir Normalversuche in Betracht kommenden Wasser 
mengen zwischen 150 und 250 ccm fallen, wurden in zwei Versuchsreihe 
deren Ergebnisse in den Tabellen II und III zusammengestellt sind, iibe 
3 Stunden ausgedehnte Normalversuche einerseits mit je 200 cem und anderer- 


seits mit je 250ccm Wasser angestellt. 
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Tabelle II. 





Von 250 com Wasser gelangten zur Ausscheidung 





innerhalb 2 Stunden innerhalb 3 Stunden 
Zahl 
Hund Ke , eins = eins oe 
Vere Gesamt+  gegebene weichungen Cesamt- gegebene welstumann 
suche menge Wasser: a menge Wasser: a as 
a Mittelwert meng Mittelwert 
ccm Proz. Proz. ccm Proz. Proz 
Stutz... 5 200 80 — 15 222 88 10 
21 + 2] 
BlaB .. . 6 192 76 16 216 86 —15 
28 . 20 
Scheck .. 4 155 62 — 9 185 74 — 12 
+14 L 16 
Fleck . . . 3 157 62 23 174 69 -19 
1. 14 + 11 
Schwarz. . 3 173 69 — 16 185 74 10 
10 9 
Stichl . . . 5 50 20 — 16 77 30 - 20 
+. 29 36 
Flora. . . 5 188 75 12 196 79 15 
+ 20 + 22 
Strupp] . . 4 196 78 — 5 224 89 — 9 
. 6 j 
ae 4 183 73 — § 196 79 — | 
+ 6 + 3 
eam « « « 5 144 aoe — 16 195 78 7 
+ 15 7 
Tabelle I11. 
Von 200 com Wasser gelangten innerhalb 2 Stunden 
zur Ausscheidung 
Zahl der 
Hund Versuche gesamte eingegebene WA 0d inn 
Harnmenge Wassermenge conn Maithabnent 
ccm Proz Proz. 
i wie hoe 7 155 77 14 
26 
Met os ce 5 169 84 — 7 
+ 10 
ae 3 149 74 6 
6 
ae 5 146 73 —12 
4 
ee 3 151 75 == § 
10 
a 3 143 71 l 
+ 2 
a eat 3 169 S4 — 9 
+ 10 
DS és na “e 5 177 88 - § 
T ‘ 


Biochemische Zeitschrift Band 172. 25 
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Aus Tabelle II ist zunichst zu ersehen, daB die Hauptmenge 
zugefiihrten Wassers wiaihrend der ersten zwei Beobachtungsstunden 
Ausscheidung gelangt; waihrend der dritten werden bei Darreichung 
250 cem Wasser im Mittel nur 9 Proz. der eingegebenen Menge mehr ais 
geschieden. Bei Beurteilung der Diuresehemmung nach der Gesamtmy 
des sezernierten Harns kann somit ohne Beeintrachtigung der Genauigke); 


der Versuch am Ende der zweiten Stunde abgebrochen werden: gibt ry 


statt 250cem nur 200cem Wasser, so andert die innerhalb der dritte 
Stunde ausgeschiedene Harnmenge naturgemaéiB noch weniger das En 


ergebnis. Durchschnittlich werden von 250 cem Wasser innerhalb 2 Stunde: 
66 Proz. ausgeschieden, von 200 cem 78 Proz. Von besonderem Interess; 
und groBer Wichtigkeit fiir die Bewertung der Ergebnisse sind die by 
gleichen Tiere auftretenden Schwankungen im Normalversuch. Sie betragey, 
bei Anstellung des Versuchs mit 250 cem Wasser im Durchschnitt 29 Proz 
bei 200 cem Wasser 19 Proz. Die Tabellen zeigen ferner neuerdings, dali di: 
Wasserdiurese verschiedener Hunde untereinander durchaus unvergleichi ha; 
ist und die einzelnen Tiere sich auch hinsichtlich der Konstanz ihrer Wasse) 
werte sehr ungleich verhalten. Doch betragen beim gleichen Tier die pro 
zentualen Schwankungen beinahe dasselbe, ob die Diurese mit 250 cern 
oder 200 cem Wasser hervorgerufen wurde. 

Fassen wir die Ergebnisse der Untersuchungen iiber den normalen 
Wasserversuch zusammen, so finden wir die giinstigsten Werte bei 
Eingabe von 200 ccm Wasser und einer zweistiindigen Beobachtungs. 
dauer. Die Normalversuche weichen dann beim gleichen Tiere bis etwa 
20 Proz. voneinander ab, so daB man nach Darreichung eines Mittels 
jede Anderung der Wasserdiurese iiber 30 Proz. schon als Ausschlag 
verwerten darf; Werte unter 30 Proz. fallen in die physiologische 
Fehlergrenze und miissen vernachlassigt bleiben. 


B. Bedingungen und Ablauf des Hypophysenversuchs. 

Zur Verwendung der Diuresehemmung als Grundlage eines Aus 
wertungsverfahrens von Hypophysenextrakten waren folgende Fragen 
zu klaren: 

1. Tritt bei allen Hunden nach Injektion der pro Kilogramm 
Kérpergewicht gleichen Menge von Hinterlappensubstanz eine pro- 
zentual gleiche Hemmung der Wasserdiurese ein, oder sind die ein- 
zelnen Tiere gegen Hypophysenpriparate verschieden empfindlich / 

2. Wenn das letztere der Fall ist: Ist ihrer Starke nach die Reihen- 
folge einer Anzahl von verschiedenen Hypophysenpriparaten bei 
allen Hunden dieselbe, gleichgiiltig, ob der eine Hund erst auf grolie 
Mengen von Hypophysenextrakt anspricht oder schon auf kleine ‘ 

3. Zeigen Hunde, die lingere Zeit hindurch taglich mit Hypo- 
physenpraparaten behandelt werden, Gewé6hnungserscheinungen an das 
Mittel, so daB spiter erst gréBere oder aber auch kleinere Mengen des 
selben Priparats die gleiche Wirkung erzielen wie zu Anfang ? 
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4. Ist es vorteilhafter, bei der Auswertung von Handelspriaparaten 
wf jene (kleinste) Dosis zu eichen, welche eben noch die Wasserdiurese 
m beeinflussen imstande ist, oder jene (gréBere) Menge zu bestimmen, 
welche die Wasserdiurese um ein gewisses, vorher willkiirlich fest- 
gesetztes Ma’ vermindert ? 


l. Die Empfindlichkeit verschiedener Hunde 
gegen das gleiche Praparat. 

Einer Reihe von Blasenfistelhunden wurden pro Kilogramm Kdérper- 
gewicht gleiche Mengen verschiedener Handelspraiparate subkutan injiziert 
und ihre Diurese sodanr durch 2 Stunden verfolgt. Bei jedem Tiere wurde 
lie ausgeschiedene Harnmenge in Prozenten der normalen Wasserdiurese 
und Werte dann verglichen 


IV und 


die so erhaltenen untereinander 


V). 


herechnet 

s, Tabelle 
Tabelle 1V. 

Schwankungen der Diuresehemmung verschiedener Hunde bei Verabreichung 

ler pro Kilogramm Koérpergewicht gleichen Dosis jeweils desselben Hypo- 

physenpraparats. Die injizierte Menge wurde so groB gewihlt, daB sie eine 

leutliche Einschrankung der Wasserdiurese (etwa 75 Proz.) herbeifiihrte. 





Hemmung der Diurese in Prozenten der Wasserdiurese 
Praparat 





Hund Murl 


Hund Flora 


Hund Stichl 


Hund Strupp! 


Hypophen 86 82 60 79 
Physormon 84 89 —- 88 
Pituin 75 87 62 73° =O 
Pituisan i 74 — — S4 
Pituglandol . 85 80 64 : 
Pituitrin 61 75 — 80 


Tabelle V. 





Um die Diurese um 75Proz. zu hemmen, brauchen 


Praparat Hund Hund Hund Hund Hund Hund Hund Hund 

Muri Flora | Struppl Jack Stichl Stutz BlaB Spitz 

ccm com ecm com ccm com ccm com 

Hypophen 03 | O01 01 — 04 — — — 

Physormon 0.2 0.1 0.2 03 — 0.2 0.2 0.2 
Pituin 04 — — 04 05 . - 

Pituisan : 0.1 0,1 0,1 03 - 03 0.2 0.2 

Pituglandol . 02 01 — 0.6 05 , <_ snd 

Pituitrin 0,1 0.05 , 0.05 03 03 O15 0.1 0.1 


In den beiden Tabellen sind nicht die untereinander stehenden Zahlen- 


reihen zu vergleichen, sondern die nebeneinander stehenden. 

Die vorstehenden Tabellen zeigen, daB auch bei Darreichung einer 
genigend stark wirkenden Menge von Hypophysenpraparaten zwischen 
den einzelnen Hunden Unterschiede in der Empfindlichkeit gegen 
Hypophysenextrakte sich finden, die selbst bei véllig gesunden Tieren 


25* 
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das Drei- bis Vierfache betragen kiénnen. Diese individuellen Ve, 
schiedenheiten sind allerdings in keiner Weise jenen vergleichbar, « 
bei mehreren isolierten Meerschweinchenuteri gegen das gleiche Prajara; 
zu bestehen pflegen und die mindestens um das Zehnfache, meist abe; 
noch mehr schwanken. 

In seltenen Fallen finden sich gegen Hinterlappenstoffe ungewo), 
lich refraktire Tiere, die fiir Auswertungen natiirlich nicht zu brauche) 
sind und ausgeschieden werden miissen. Ihre Ausmittlung gelingt 
leicht, wenn man es zur Regel macht, die Hunde vor Beginn der Sta) 
dardisierung von Priparaten unbekannter Starke gegen einen schoy 
ausgewerteten Hypophysenextrakt (z. B. Végtlinsches Trockenpulver 
zu priifen. 

Bei genauer Durchsicht der Tabellen IV und V ist auch scho 
unsere zweite anfangs gestellte Frage beantwortet. Wir sehen, da 
ein stark wirksames Priparat, z. B. ,,Pituitrin’ (Parke-Davis), s 
wohl bei einem so wenig empfindlichen Tiere wie Hund ,,Stich! 
(Tabelle V) als auch bei einem ausgesprochen hochempfindliche: 
Hunde wie ,,Murl* (Tabelle V), unter allen untersuchten Handels. 
praparaten seinen Platz behalt ; das gleiche gilt umgekehrt von schwiche: 
wirkenden Priparaten. Wir sind demnach wohl berechtigt, die an 
verschiedenen Hunden und mit verschiedenen Praparaten 
wonnenen Ergebnisse untereinander zu vergleichen, sofern wir d 
Anspruchsfahigkeit eines Tiqres gegen Hypophysenextrakte im al! 
gemeinen einmal festgestellt haben und mit einer individuellen Fehler 
grenze von 75 bis 100 Proz. rechnen, eine Ziffer, die bei den anderen 
Auswertungsverfahren bestimmt weitaus héher ist. 


2.Zeigt sich bei Hunden Gewéhnung an Hypophysenpraparat: 

Zur Entscheidung dieser Frage, die besonders dann von Bedeutung 
ist, wenn mit nur wenigen Tieren fortlaufend eine gréBere Zahl vor 
Auswertungen vorgenommen werden soll, wurden fiinf Hunde, <d 
bereits seit langerer Zeit zwei- bis dreimal wéchentlich fiir Auswertunge: 
gedient hatten, 9 Tage hindurch taglich mit sehr wirksamen Menge: 
von Hypophysenextrakten behandelt (s. Tabelle V1). 

Es zeigt sich, daB mit Ausnahme geringfiigiger Schwankungen 
nach oben wie nach unten, die innerhalb der Fehlergrenze liegen, di 
Diuresehemmung auch bei taglicher Darreichung derselben Menge de- 
gleichen Praparats sich nicht andert und somit weder Gewoéhnung 
noch gesteigerte Empfindlichkeit gegen Hypophysenextrakte eintritt 
Es ist also durchaus méglich, das gleiche Tier tiglich fiir Auswertunge 
zu benutzen, vorausgesetzt, daB ab und zu Normalwasserversucl 
zwischengeschaltet werden und gelegentlich zur Sicherheit die Priifung 
gegen einen Hypophysenextrakt bekannter Starke wiederholt wird 
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3. Nach welchem Grenzwert erfolgt amsichersten die Beurtei! 
der Starke eines Hypophysenpriaparats? 


Die Priifung von Hinterlappenextrakten mittels der Methode de; 
Diuresehemmung wird je nach dem Zweck verschieden verlaufen, de; 
damit erreicht werden soll. Handelt es sich bei einer wissenschaftliche) 
Untersuchung um die Frage, ob in einem unbekannten Stoffe tiberhaup; 
wirksames Hypophysensekret enthalten sei, so wird jenes Verfahre) 
eingeschlagen werden, wo die kleinste noch wirksame Dosis zugleic| 
den Grenzwert bildet. Anderungen so geringen Grades pragen sic 
am deutlichsten in der durch 3 Stunden verfolgten Ausscheidungs 
kurve des Diureseversuchs aus; man sieht nach kleinen Mengen vo 


Hypophysenextrakten oft eine Verminderung oder véllige Hemmuny 
der Harnausscheidung waihrend der ersten 60 oder 90 Minuten, auf di 
dann ein um so starkeres Einsetzen der Diurese in der zweiten wnd 
dritten Stunde erfolgt, so daB die schlieBliche Gesamtharnmenge kein 
wesentliche Verminderung zeigt, wihrend sich im verspateten Anstieg 
der Kurve die Hemmung noch sehr deutlich ausprigt. Noch emp 
findlicher als die subkutane Injektion von Hypophysenpriiparate: 
diirfte fiir solche Faille die intralumbale Injektion derselben sein, da 
nach den Feststellungen von Molitor und Pick (10) auf diesem Wey 
beigebrachte Hinterlappensubstanz auch dann noch wirkt, wenn si: 
unter die Haut eingespritzt keine Anderung der Wasserausscheidung 
veranlaBt. 

Wenn es sich aber darum handelt, Handelspraparate quantitatiy 
auf ihren Gehalt an Hypophysenextrakt zu priifen, so wird jenes Ver 
fahren gewahlt werden, welches auch in der Hand des Ungeschulte 
die sichersten und gleichmaBigsten Ergebnisse zeitigt ; dies ist aber div 
Messung der innerhalb zweier Stunden ausgeschiedenen Gesamtharn- 
menge bei Verzicht auf kurvenmaBige Darstellung der Ausscheidung 
Unsere kritische Betrachtung des normalen Wasserversuchs erga! 
daB beim gleichen Tiere Schwankungen bis etwa 20 Proz. sich innerha!! 
der physiologischen Grenzen befinden und eine Diuresehemmung erst 
dann als Folge eines experimentellen Eingriffs angesehen werden dart 
wenn ihre GréBe 30 Proz. der normalen mittleren Wasserdiurese iiber 
schreitet. Es war wichtig, jene GréBe der Diuresehemmung fest 
zustellen, welche bei verschiedenen Tieren auf unterschiedliche Pra- 
parate die beste Ubereinstimmung und Konstanz zeigt. Hierzu erhiclt 
eine gréBere Zahl von Blasenfistelhunden mehrere Handelspraparate 
injiziert und die jeweilige Diuresehemmung wurde dann in Prozenten 
des normalen Wasserversuchs berechnet. In der nachfolgenden 
Tabelle VII geben wir eine kleine Anzahl unserer diesbeziiglichen 
Versuche wieder. 
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Tabelle VII. 





Zweistiindige Harnmenge bei verschiedenen Hunden 


Injizierte in Prozenten der normalen Wasserdiurese 
Praparat Menge 

Hund Hund Hund Hund Hund Hund Hund 
com Murl Flora Stichl Strupp! Bilaf Stutz Spitz 
0,1 35 18 60 21 - — — 
Hypophen - - 0.3 14 1! 40 _ a om 
1 O05 16 we gs 64 b= b= 
Pituitrin .... 0,05 50 24 70 63 S4 46 
f= Oe 0,1 39 25 — 20 34 45 38 
0,1 ~ 21 ro , _ 

Pituglandol 02 15 20 26 P& 72 : 

| 0,05 59 93 — 67 - 
Pituisan 0.1 19 16 —- 16 38 66 29 
| o2 _ S."r 2s. oe 
PI 0,1 77 1] - 32 24 55 22 
1V sormon | 0.2 16 9 re 12 12 26 15 


Bei der Betrachtung obenstehender Zahlen laBt sich ohne weiteres 
erkennen, da®& eine Ubereinstimmung der prozentualen Werte der 
Diuresehemmung am seltensten bei Injektion kleiner, eben erst wirk- 
samer Dosen eintritt; es ist notwendig, die Menge der Hypophysen- 
priaparate derart zu wihlen, daB eine deutliche, mindestens 2 Stunden 
anhaltende Hemmung der Harnabsonderung erfolgt. Die Durchsicht 
zahlreicher Auswertungen der verschiedensten Praparate an mehr 
als 20 Hunden hat ergeben, daB als verlaBlichster Grenzwert die Hem- 
mung der Wasserdiurese auf 25 bis 30 Proz. ihres normalen Wertes gelten 
kann, d. h. also eine Minderung der Ausscheidung um 70 bis 75 Proz. 


4. Bestimmung einer biologischen Werteinheit fiir die 
Wirkungsstiarke von Hypophysenpraparaten. 

Nach den vorstehenden Ausfiihrungen ist es méglich, zur Auf- 
stellung einer biologischen Werteinheit fiir die Starke von Hypophysen- 
praparaten zu gelangen. Von der II. Internationalen Standardisierungs- 
konferenz (2) wurde als internationale Einheit (Unit) fiir Hypophysen- 
extrakte jene Menge vorgeschlagen, welche 0,5 mg des Végtlinschen 
Hinterlappenextrakts entspricht, und zugleich die Forderung auf- 
gestellt, alle Handelspriparate sollten zehn solcher Einheiten in 1 cem 
enthalten. Unsere friiheren Versuche (7) mit Végtlinschem Trocken- 
pulver haben ergeben, daB zur Herbeifiihrung einer Diuresehemmung 
um 70 bis 80 Proz. ungefahr 0,0005 g nétig sind. Die internationale 
Einheit 1a4Bt sich daher auch als jene Menge wirksamer Hinterlappen- 
substanz definieren, welche die Wasserdiurese auf 25 bis 30 Proz. ihres 
Normalwertes herabdriicken kann. Diese Definition bringt den groBen 
Vorteil mit sich, daB man nicht auf eine umstindlich zu beschaffende 
Testsubstanz angewiesen ist, sondern mit jedem beliebigen, in gleich- 
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bleibender Giite hergestellten Handelspriparat von bekannter Stark: 
die Eichung neuer, in ihrer Starke unbekannter vorzunehmen in de; 
Lage ist. Solange selbst der am besten gereinigte Hinterlappenextrakt 


ein chemisch undefinierbares Gemisch darstellt und nur nach seine 


biologischen Eigenschaften gepriift werden kann, scheint uns eine 


bestimmte GréBe der Anderung eines regelmaBig eintretenden, leicht 
nachzuweisenden und so genau bekannten Vorgangs wie der Wasser. 
diurese eines gesunden Hundes zweckmibiger als biologische Wert 
einheit gewahlt, als der Vergleich mit einer Testsubstanz, die im Grunde 
genommen das wichtigste Erfordernis einer solchen nicht  besitzt 
Ein in absoluten MeBverfahren genau analysier- und definierbarer Stoff 
zu sein. Selbst wenn die Reinigung und Darstellung des Trockenpulvers 
genau nach der vorgeschriebenen Methode erfolgt, bleibt doch die 
Starke des Endprodukts von dem Gehalt des Ausgangsmaterials an 
wirksamer Substanz abhiingig. Es ist aber wenig wahrscheinlich, da 
bei allen Rindern ohne Riicksicht auf Verschiedenheiten der Rasse. 
des Futters, der klimatischen Bedingungen usf. die Hypophyse den 
gleichen Gehalt an biologisch wirksamen Stoffen haben sollte. Wie 
bei allen biologischen MeBmethoden mu bei der antidiuretischen 
ebenso wie bei der oxytocischen mit individuellen Schwankungen des 
lebenden Indikators gerechnet werden; diese sind aber, wie die obigen 
Untersuchungen gezeigt haben, bei der Diuresehemmung von Hunden 
weit geringer wie bei den isolierten Meerschweinchenuteri. Der Vortei! 
der Auswertung am Uterus liegt in der ungefaihr zehnmal gréferen 
Empfindlichkeit dieses Organs fiir Hypophysenextrakte. Gerade 
dieses Moment scheint uns jedoch fiir den Zweck einer Standardisierung 
von Handelspraparaten belanglos, bei dem es nicht auf den qualitativen 
Nachweis von Hinterlappensubstanz ankommt, sondern auf den 
quantitativen; denn selbst 1 ccm eines schwachen, nur eine internationale 
Einheit enthaltenden Priaparats fiihrt schon eine 80proz. Diurese- 
hemmung herbei. 

Infolge der gréBeren methodischen Einfachheit, Billigkeit und 
geringeren individuellen Schwankungen sowie der Méglichkeit, eine 
biologisch genau definierbare MaBeinheit festzulegen, scheint uns daher 
die Standardisierung von Hypophysenextrakten am Blasenfistelhund 
und die jeweilige Bezeichnung ihrer Starke nach dem Grade der Diurese- 
hemmung in ,,antidiuretischen Einheiten“, wobei eine solche Einheit 
der internationalen Einheit (0,5 mg Vdégtlinscher Trockenextrakt) 
entspricht, empfehlenswert und praktisch leicht durchzufihren. 


SchluBsiatze. 


1. De Hauptmenge des Blasenfistelhunden mittels Schlundsond: 
zugefiihrten Wassers gelangt in den ersten 2 Stunden zur Ausscheidung 
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lie Mehrausscheidung wihrend der dritten Stunde betrigt bei einer 
Wassergabe von 250ccm im Mittel nur 9 Proz., weshalb eine Aus- 
hnung des Versuchs tiber 2 Stunden unndétig ist; das Bild der Harn- 
isscheidungskurve im Normal- wie im Pituitrinversuch wird durch 
lie GréBe der verabfolgten Wassermenge nicht geandert. 

2. Die konstantesten Werte fiir den Wasserversuch werden bei 
Kingabe von 200 ccm Wasser und zweistiindiger Beobachtungsdauer 
erhalten; unter diesen Bedingungen schwanken die Normalwerte beim 
vleichen Tiere um etwa 20 Proz. 

3. Die Empfindlichkeit der Hunde gegen Hypophysenpraparate 
sehwankt bis zum Vierfachen; dabei bleibt aber die Reihenfolge ver- 
schiedener Hypophysenextrakte hinsichtlich ihrer Wirksamkeit bei 
illen Tieren, ob sie nun leichter oder schwerer auf Hinterlappenstoffe 


‘it 


unsprechen, gleich. 

4. Hunde zeigen auch bei taglicher Zufuhr von Hypophysen- 
praparaten weder Gewéhnung noch Steigerung der Empfindlichkeit 
vegen das Mittel. 

5. Kleine Mengen von Hypophysenextrakt treten am deutlichsten 
nach intralumbaler Injektion in der Anderung des Bildes der drei- 
stiindigen Diuresekurve in Erscheinung. Hingegen wird die Starke 
von Handelspraparaten besser nach der Gesamtmenge der zweistiindigen, 
gehemmten Diurese beurteilt. 

6. Der dureh sehr kleine: Mengen von Hypophysenpriiparaten 
bewirkte Grad der Diuresehemmung schwankt bei einzelnen Tieren 
stark; gute Ubereinstimmungen erzielt man dagegen bei Verabfolgung 
solecher Dosen, welche die Wasserdiurese auf 25 bis 30 Proz. ihres 
normalen Wertes herabdriicken. 

7. Die Starke von Hypophysenpriaparaten kann durch jene Menge 
iusgedriickt werden, welche die normale Wasserdiurese um 80 Proz. 
hemmt. Eine solche ,,antidiuretische Einheit (A.-E.) entspricht der 
Menge von 0,5 mg Végtlinschen Trockenpulvers = einer internationalen 
Einheit (Unit). Auf diese Weise ist es méglich, zu einer rein biologischen 
Definition fiir die internationale Einheit zu gelangen. 
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Uber Diastaseadsorption. 


Von 
Zerline Unna. 


(Aus dem Laboratorium der stadtischen Krankenanstalten in Mannhei: 


fi 


(Eingegangen am 3. April 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Schon in den 60er Jahren des vorigen Jahrhunderts machten ver 
schiedene Forscher ( Briicke, Danilewski, Cohnheim) Versuche iiber Ferment 
adsorption, die aber wieder in Vergessenheit gerieten. Erst am Anfang 
dieses Jahrhunderts wurden wieder diesbeziigliche Untersuchungen an- 
gestellt. Hedin') berichtet iiber Adsorptionsversuche mit Trypsin w 
Lab an Tierkohle. 

Er findet, daB die Menge des aufgenommenen Trypsins bis zu eine 
gewissen Grénze mit der Zeit der Kinwirkung und mit steigender Temperatwr 
wichst, daB die adsorbierte Enzymmenge unabhingig von der Menge des 
anwesenden Wassers (der Konzentration der Trypsinlésung) ist, und da 
einmal adsorbiertes Trypsin durch Waschen mit Wasser nicht von der 
Tierkohle entfernt werden kann (irreversible Adsorption). Jedoch kan 
durch Casein ein Teil des adsorbierten Ferments eluiert werden. Auch dir 
Menge des abgelésten Trypsins steigt mit der Zeit der Einwirkung, de: 
Temperatur und der Caseinmenge bis zu einer gewissen Grenze und ist 
von der Menge des anwesenden Wassers unabhangig. Hedin erklart div 
Elution des Trypsins durch Casein als Adsorptionsverdrangung. En! 
sprechende Resultate findet Hedin mit Lab und Tierkohle. Lab 1aBt sic! 
durch mit Salzsiure behandeltes und nachher neutralisiertes Eierklar von 
Tierkohle teilweise eluieren. Die Temperatur- und Konzentrationsabhangig 
keit sowohl der Adsorption als der Elution sind analoge wie beim Trypsin 
Da sowohl die Adsorption von Lab als die von Eierklar an Kohle irreversibe! 
ist, ist die Reihenfolge der Mischung von Kohle, Lab und Eierklar ausschlag 
gebend fiir den erreichten Endzustand : Von der zuerst adsorbierten Substanz 
wird jedesmal verhaltnismaéBig wenig verdrangt. Auch Milch verdrangt 
adsorbiertes Lab von der Kohle. 

Hedin zieht aus diesen Ergebnissen den SchluB, daB die Adsorptic: 
von Lab und von Trypsin von der Adsorption von Zucker und organische! 
Sauren an Kohle verschieden ist und vielleicht mit der Adsorption \ 


1) Ergebn. d. Physiol. 9, 433, 1910. 
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AJbumosen an Kohle verglichen werden kann, die Michaelis und Rona’) 
beschrieben haben. 


Michaelis und Ehrenreich?) untersuchten verschiedene Fermente aut 
hre Adsorbierbarkeit positiven und negativen Adsorbentien gegeniiber. 
sie fanden sie dem kataphoretischen Wanderungssinn der Fermente in 
den betreffenden Lésungen parallel gehend: Fermente, die anodisch 
wanderten, wurden von positiven Adsorbentien adsorbiert, die kathodisch 
wanderten, von negativen, amphotere sowohl von positiven als von negativen. 
Z. B. die amphotere Speicheldiastase wird bei jeder Reaktion des Mediums 
sowohl von (negativem) Kaolin als von (positiver) Tonerde adsorbiert. 
Malzamylase, die in saurer Lésung positiv, in alkalischer negativ geladen 
war, wurde von Kaolin nur bei saurer (nicht bei neutraler und alkalischer) 
Reaktion, von Tonerde unvollkommen bei saurer, dagegen bei alkalischer 
md neutraler Reaktion vollkommen aufgenommen. Das stets negative 
Invertin wird nur von Tonerde, nicht von Kaolin aufgenommen. Die An- 
gaben iiber positive oder negative Reaktion des Ferments beziehen sich 
allerdings in diesen Fallen nicht auf die (unbekannten) reinen Fermente, 
sondern auf den Gesamtkomplex von Stoffen, an den die Fermente in 
den betreffenden Lésungen gebunden sind. Durch Reinigung der Ferment- 
praparate 14Bt sich z. B. bei Invertin der elektrische Charakter bzw. das 
\dsorptionsverhalten grundlegend beeinflussen *). 

Willstdtter und Mitarbeitern diente die Fermentadsorption als pra- 
parative Methode zur Reinigung von Enzymlésungen. Sie verwendeten 
verschiedene Adsorbentien und suchten die Bedingungen auf, unter denen 
entweder mdglichst viel Ferment und mdglichst wenig Verunreinigungen 
oder méglichst wenig Ferment und médglichst viel Verunreinigungen ad- 
sorbiert wurden, un@ weiter die Bedingungen, unter denen bei der Elution 
des Ferments mdéglichst wenig Verunreinigungen mit in Lésiung gehen. 
Die wichtigsten Ergebnisse ihrer Untersuchungen an Invertin sind in det 
Zeitschr. f: physiol. Chem. 133, 1, 1924, diejenigen an Pankreasamylase in 
der Zeitschr. f. physiol. Chem. 142, 14, 1925 zusammengestellt. Tonerde 
diente als Adsorbens. Sie stellten fest, daB Herkunft und Vorbehandlung 
der Lésung von entscheidendem EinfluB8 auf die Adsorbierbarkeit ist. Mehr 
oder weniger gereinigte Lésungen, frische oder langere Zeit aufbewalirte. 
solche, die das Ferment in verschiedenen Verdiinnungen enthalten, geben 
ganz verschiedene ,,Adsorptionskurven“, die nur darin tibereinstimmen, 
daB sie mit der Freundlichschen Adsorptionsisotherme (dargestellt durch 
die Gleichung a a. plin4) keinerlei Ahnlichkeit haben. 

Auf die Versuche mit Diastase gehe ich etwas naher ein. Die Diastase- 
lésung wurde aus Trockenpankreas von Schweinen bereitet®). Die Adsorp- 
tionsversuche wurden mit der von Lipase und Trypsin freien (,,rohen**) 
Lésung und mit noch weiter durch Adsorption gereinigten Lésungen vor- 
genommen. Das Hauptergebnis der Arbeit ist, da®8 aus den reinsten 


1) Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 15, 213, 1909. 

2) Michealis und Ehrenreich, ebendaselbst 10, 283; 12, 26. 

3) Willstdtter, Graser und Kuhn, Zur Kinetik des Invertins. Zeitschr 
f. physiol. Chem. 123, 1, 1922. 

*) Vel. hierzu und allgemein iiber Adsorptionserscheinungen : Freundlich, 
Kapillarchemie, 3. Aufl. Leipzig 1923. 

5) Vel. Zeitschr. f. physiol. Chem. 126, 143, 1923; 142, 14, 1925. 
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Lésungen bei neutraler Reaktion Diastase durch Tonerde nicht adsorhior 
wird, aus Lésungen von weniger hohem Reinheitsgrad ist dies jedoc} 
Fall. 

In einigen Fallen ist die Adsorption in der ,,rohen“* Lésung recht ¢ 
Nach Reinigung durch zweimalige Adsorption nimmt sie bedeutend 
Umgekehrt ist in einem anderen Falle die Adsorption in der rohen Lé 
auffallend gering; und nur durch groBe Tonerdemengen. die auch 
betrachtliche Menge der Begleitstoffe aufnehmen und die Lésung dad 
reinigen, wird ein Teil der Diastase adsorbiert. Uber den Einflu8 der V; 
diinnung der Ausgangslésung bringt Willstdtter zwei Beispiele: in dem erst: 
wird der schon sehr hohe Adsorptionswert der konzentrierteren Lésung du 
Verdiinnung auf das Fiinf- und auf das Zehnfache noch bedeutend gesteigert 
In dem zweiten wird aus der konzentrierten Lésung durch wenig Toner 
var nichts adsorbiert, durch viel Tonerde ein Teil, in der aufs Zehnia 
verdiinnten Lésung beginnt die Absorption des Enzyms zwar schon hb. 
weniger Tonerde bemerkbar zu werden, erreicht aber bei viel Tonerde n 
die Adsorptionswerte der konzentrierteren Lésung. Bei fraktioniert: 
Adsorption unter Anwendung verschiedener Tonerdesorten erhielt Vi 
stdtter je nach der Versuchsanordnung verschiedene Resultate; in mancher 
Fallen war die Adsorbierbarkeit der Diastase in den Restlésungen erhdéht 
in manchen Fallen vermindert, und auch Restlésungen, in denen kein: 
Diastase mebr absorbierbar war, wurden erhalten. Zusitze von At} 
alkohol (10, 40 und 50 Proz.) erhéhten in weniger reinen Lésungen dix 
Adsorbierbarkeit. Je reiner die Lésungen waren, desto weniger tibte Alkol 
zusatz einen EinfluB aus. Zuriickgedriingt wurde die Adsorption dure! 
Alkohol nie. Bei frisch bereiteten Lésungen ist der Amylasewert der 1 
einmaliger Adsorption erhaltenen Restlésungen weniger giinstig als 
gealterten; d. h. in gealterter. Lésungen werden bei gleichviel adsorbierter 
Dastase mehr Verunreinigungen von der Tonerde aufgenommen. AuBerder 
ist die py, der Lésung von groBem EinfluB. Eluiert wird das Ferment bx 
diesen Forschern durch Ammoniak oder Ammoniumphosphat, Substanzen, 
die die kolloidale Tonerde so verandern, daB deren Oberflache verkleinert 
wird, so daB dadurch das Ferment in Freiheit gesetzt wird. 

Aus dem geschilderten Adsorptionsverhalten ziehen Willstdtter w 
Mitarbeiter den SchluB, daB die in den betreffenden fermenthaltigen Lésunge: 
vorhandenen Begleitstoffe die Adsorption beeinflussen, und zwar auf zweier!: 
Art: 

1. kann durch die Begleitstoffe eine Adsorptionsverdrangung statt 
finden, indem die Begleitstoffe adsorbiert werden und dadurch den ver- 
fiigbaren Platz am Adsorbens einnehmen. 

2. kénnen die Begleitstoffe und das Enzym eine Verbindung eingegange! 
sein; der entstandene Komplex hat dann neue Eigenschaften. Er kann. 
je nach dem vorliegenden Fall, leichter oder schwerer als das reine Ferment 
adsorbiert werden; die Begleitstoffe wirken ,,adsorptionshemmend*™ ode. 
, adsorptionsfordernd™. 

Man lernt also aus den Arbeiten von Wilistdtter, daB man bei Angal» 
des Adsorptionsverhalteps irgend eines Ferments zugleich die genau 
Beschreibung der vorliegenden Fermentlésung geben muB, da ja die reine! 
Fermente nicht bekannt sind. Auch ergibt sich eine praktische Folgerung 
fiir die Versuchsanordnung bei Aufstellung einer Adsorptionskurve. |! 
ist in diesem Falle nur erlaubt, die Menge des zugefiigten Adsorbens 
variieren. Denn da die Fermentkonzentration und das Gesamtvolume! 
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Form der Kurve in unbekannter Weise beeinflussen, miissen beice 
stant gehalten werden. 


In der vorliegenden Arbeit wurde die Adsorption der Diastase an 
Tierkohle quantitativ verfolgt, ihre Reversibilitat und ihre Temperatur- 
bhangigkeit untersucht und endlich die Frage, ob durch oberflachen- 
iktive Stoffe eine Verdrangung aus der Adsorption méglich ist. 


Angewandte Methoden. 


1. Diastasebestimmung. Die Diastase wurde zuerst ausschlieBlich 
wh der Methode von Willstdtter und Schudel') bestimmt: Bestimmung der 
einer bekannten Zeit unter gewissen Bedingungen gebildeten Maltose 
ittels Hypojodit. Daneben wurde spater die Methode von Rona und 
ran Eweyk*) eingefiihrt (nephelometrische Verfolgung des zeitlichen Verlaufs 
s Verschwindens von Glykogen). 
Bei der Methode von Wéillstdtter und Schudel wurde jedoch die Zu- 
sammensetzung des Substratgemisches etwas abgedindert: 250cem m/15 
Phosphatlésung nach Sdrensen von einer py = 6,8; 40 ccm 20proz. Koch- 
salzlésung, wasserige Lésung von 5g ldéslicher Starke (Merck) wurden 
gemischt und zum Liter verdiinnt. Zu einer Diastasebestimmung wurden 
je 50 cem davon angewandt und im allgemeinen 0,2 bis 1,0 ccm Ferment- 
sung. Die Reaktionskonstante * der monomolekularen Reaktion ergibt 
l 187.5 
Iq - 
t 187,5 a 
die wihrend dieser Zeit gebildete Maltosemenge in Milligrammen ist. 
gibt, wenn genau unter den Willstdtterschen Bedingungen'\ gearbeitet ‘ 
wird, zugleich die Anzahl der Amylgse-Einheiten (A.-E.) der angewandten 
Substanz an. Die Anzahl Amylase-Einheiten pro 0,01 g Substanz nennt 
an ihren Amylase-Wert (A.-W.). 
Bestimmt man die Diastase nach der Methode von Rona und 


sich aus der Gleichung k = , wobei ¢ die Einwirkungsdauer, 


van Eweyk, so wird k, . lg *%, wenn innerhalb der Zeit ¢ die Glykogen- 
. @ l 100 

t 7T00 r’ 

wenn man die Glykogenkonzentration zu Beginn der Zeit ¢ 100 nennt und 

nnerhalb ¢ x Proz. davon abgebaut worden sind. 

Die Methode von Wéillstdtter gibt die zuverlassigsten Werte, wenn ih 
zwischen 0,01 und 0,035 liegt und nicht mehr als 100 mg Maltose gebildet 
sind; innerhalb dieser Grenzen ist k der Zeit und der Fermentmenge pro 
portional. Die Methode von Rona gibt die genauesten Werte bei k, zwischen 
0,001 und 0,005, wenn man den Glykogenabbau so lange verfolgt, bis 
etwa 50 Proz. des Glykogens verschwunden sind. 

Ein Vergleich der Reaktionskonstante der gleichen Lésung nach beiden 
Methoden ergibt folgendes: 


konzentration von 2, Proz. auf x, Proz. gesunken ist oder k, 


Zu verschiedenen Zeiten wurden je 0,1 g Trockenpankreas von Schweinen 
mit 25cem Phosphatlésung 4 Stunden lang bei 30° stehengelassen, dann 
filtriert, zentrifugiert und aufs doppelte Volumen gebracht. Die Diastase- 
bestimmung nach Willstdtter bei Anwendung von je lcem Lésung ergab 
tir k die Werte 0,0354, 0.0346, 0.0365, 0,0362, 0.0368, Mittel 0,0359. 


1) Willstdtter und Schudel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 126, 143, 1923. 
2) Rona und van Eweyk, diese Zeitschr. 149, 174, 1924. 
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Zur Bestimmung nach Rona wurden je 8ccem dieser Lésung auf |i 
verdiinnt und zur Fermentbestimmung davon je 1 cem verwendet. | 


— , ail iie .. 100 
rechnung auf die unverdiinnte Lésung durch Multiplikation mit 


c 


k 0,003 67, 0,003 35, 0,003 52, 0,00303, 0,00302, 0,00351, im Mitte) 
0,0036 . 12,5 0.0423. k (Willstdtter): k (Rona) 359: 423 ~ 1: 1.2 

Die Wéillstdttersche Diastasebestimmung ist geeigneter dazu, \ 
Diastasebestimmungen hintereinander zu machen, z. B. mehrere Punkt: 
einer Adsorptionsisotherme aufzunehmen. Jedoch ist prinzipiell die For 
der Ronaschen Methode exakter, da ja der genaue Grad des Grenzabhaus 
bei den einzelnen Stirkesorten verschieden und auch nicht durchaus }» 
kannt ist, wihrend in die Glykogenforme] nur der Anfangsgehalt an Glykoge: 
eingeht'). AuBerdem erlaubt die Methode von Rona, geringere Ferment 
mengen noch festzustellen, und sie ist auch etwas genauer. Mittlerer Fel)|e; 
bei Rona 5 Proz., gréBter Fehler 11 Proz., mittlerer Fehler bei W illstdts 
5,5 Proz., gréBter Fehler 13 Proz. 

2. Herstellung der Fermentlésung. Zu Anfang wurde ein 3 Jahre alter 
Saft aus einer menschlichen Pankreasfistel verwendet, der unter Toly 
aufbewahrt war (Lésung 1). Er reagierte schwach alkalisch. Vor Benutzuny 
wurde er jedesmal durch Zusatz des gleichen Volumens Phosphatlésung 
(nach Sérensen, Py = 6,8) gepuffert und durch einstiindiges Durchleiten 
von kohlensaurefreier Luft von den Spuren gelésten Toluols befreit. Nac! 
dieser Vorbehandlung enthalt ] cem 0,04 A.-E., bezogen auf unverdiinnte 
Lésung. Als dieses Priparat verbraucht war, wurden Extrakte aus nac! 
Willstdtter hergestelltem getrockneten Schweinepankreas verwendet.*) 
Zuerst wurden Versuche mit Glycerinausziigen gemacht (Lésung 2), 
folgendermaBen hergestellt waren: 1g Trockenpankreas wurde mit 16 
gewohnlichem wasserhaltigen Glycerin gemischt und mehrere Stunden 
wei 30° stehengelassen, dann abgéenutscht und mit dem fiinffachen Volumen 
Wasser verdiinnt. sm Gegensatz zu Woillstdtters Befunden entstand dalx 
nur ein geringer Niederschlag, der abzentrifugiert wurde, wonach eine 
schwach opaleszierende Lésung resultierte. Im Verlauf von einigen Tage: 
triibte sich die Lésung und lief einen geringen Niederschlag fallen; auc! 
wurde die Reaktion sauer. Die Lésung wurde nochmals geklart und aut 
ein Py = 6,8 gebracht. Sie blieb nun klar, doch zeigten Versuche, dab trotz 
einigermaBen Konstantbleibens des Diastasegehaltes sich das Adsorptions- 
verhalten frischer und gealterter Glycerinausziige voneinander unterschied, 
so daB sie nur fiir einzelne, nicht fiir Serienversuche verwendet wurden 
Es wurden nun zu jedem Versuch frische wasserige (mit Phosphat gepuffert: 
Pankreasextrakte gemacht (Lésung 3). Zu je 0,4 g Trockenpankreas kamen 
je 100 cem Phosphatlésung nach Sérensen py = 6,8. Das Gemisch wuri: 
4 Stunden bei 30° stehengelassen, dann filtriert und kurz zentrifugiert. Das 
Zentrifugat opaleszierte kaum merklich und anderte sein Aussehen innerhalb 
dreier Tage nicht. Auch der Diastasegehalt bleib unverandert. 0,5 ccn 
Lésung enthielten: 


a 


am ersten Taw ........ . O@355A.-E. 
.. zweiten Tag... . fon, ae 
.. dritten Tag . as ae ne  s. 


(Willstdtter und Schudel). 


1) Die Zahl 187,5 in Willstdtters Forme] ist nur bei einem Grenzabbau 
der Starke von 75 Proz. genau richtig. 


*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 150; 126, 159. 
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Die so erhaltene Lésung enthielt etwa 0,30 Proz. aus cer Driise extra- 
ierte (anorganische und organische) Stoffe, im folgenden kurz als ,,Trocken- 
substanz** bezeichnet. Der Diastasegehalt betrug in 100 ccm 7,2 A.-E. 
Ihr Amylase-Wert (A.-E. pro 0,01 g Substanz) betragt 7,2: 30 = 0,24. 
Zu den Adsorptionsversuchen wurde die Lésung mit Wasser | : 1 verdiinnt. 

Als Adsorbens wurde eine Tierkohle ,,Carbo medicinalis Merck’ ver- 
wendet, und zwar fiir alle Versuche aus dem gleichen Vorrat, der durch 
\bsieben von den grébsten Teilen befreit war. 

Ein Versuch verlief wie folgt: Das abgemessene Volumen der anzu- 
wendenden Fermentlésung wurde zu der abgewogenen Menge Tierkohle 
gebracht, gut gemischt und im Schiittelapparat 1 bis 24 Stunden in 
steter langsamer Bewegung gehalten. Dann wurde zentrifugiert, und zwar 
erst kurz zur Entfernung der Hauptmenge Tierkohle, dann noch etwa eine 
halbe Stunde zur Befreiung vom Rest Kohle. Geringe Spuren Kohle 
bemerkbar durch ganz schwache Triibung —- blieben fast immer in der 
Restlésung suspendiert. Die Diastase wurde in aliquoten Teilen der urspriing- 
ichen und der Restlésung bestimmt und daraus die Adsorption berechnet. 


Ergebnisse. 
Adsorptionsgeschwindigkeit (Dauer bis zur Einstellung des Ad- 
sorptionsgleichgewichts). 
1. Zimmertemperatur. Wasseriger Pankreasextrakt (Lésung 3). 
Je 10 cem zur Halfte verdiinnte Lésung und 150 mg Tierkohle wurden 
15, 30, 60, 120 Minuten miteinander geschiittelt und die Diastase vor 
ind nach Adsorption bestimmt. (Hierzu Abb. 1.) 





Abb. 1. 


Statt 37° ist in dieser Abbildung .Zimmertemperatur* zu denken 





Vorh. Diastase 


kl ccm .10-4 t Proz 
368 0’ 100 
253 15’ 68,8 
293 60" po 


217 120’ 59,0 
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Bei noch linger dauerndem Schiitteln verschwindet allmi! 
immer mehr Diastase, und zwar nicht nur durch Schiittelinaktivieruny 
sondern durch langsames Fortschreiten der Adsorption, zyy 
mindesten vermindert lingeres Schiitteln ohne Tierkohle den Diastase 
gehalt nicht. 

Fermentlésung 1 wurde 1. vor dem Schiitteln, 2. nach achtstiindig 
und 3. nach 22stiindiger Schiitteldauer untersucht. Vom gleichen Pank 
saft wurden 8ccm mit 60mg Tierkohle, 4. acht bzw. 5. 22 Stunde: 
schiittelt und die Konstante k der Reaktionsgeschwindigkeit bestimy: 





1 2 3 4 5 
Ohne Tierkohle Mit Tierkohle 
Bezeichnung Rosai R 
tes s g losur 
Ausgangslosung Ausgangslosung Ausgangslosung ent “gow “~~? > Set 
_ nach 8 Stdn nach 22 Stdn. nach 8 Stdn Gee < a 
Adsorption Adsorpt 
} 
k/leem . 0.0174 0,0160 0.0166 0.0058 0.00451 


Der Unterschied der k von Nr. 1, 2, 3 betragt etwa 9 Proz., der Unter 
schied der k von 1, 4 und 5 etwa 26 Proz. 

2. Bei ®. Je 10ccm wisserigen phosphathaltigen Pankreasextrakts 
und 150mg Tierkohle wurden 1 Stunde, 2 Stunden, 3!/, Stunden 


5 Stunden geschiittelt und der Diastasegehalt der Restlésung wurde be. 
stimmt. 





Bil ecm . 10-4 ' Diastase in der 


Restlosung 
406 0’ 100 
269 60’ 66.3 
246 120’ 60,6 
235 210° 58.0 
224 300° 553 


Zusammenfassend 14Bt sich behaupten, daB die Hauptmeng 
Diastase, wenn bei Zimmertemperatur adsorbiert wurde, nach langstens 
einer Stunde adsorbiert war; wenn bei 0° adsorbiert wurde, nach etw 
21, Stunden. 

Von Lésung 3 wurde eine Adsorptionskurve aufgenommen. Als 
Abszissen wurden die Konzentrationen der Restlésung nach Einstellung 
des Adsorptionsgleichgewichts, als Ordinaten die von je 0,1 g Tierkoh\: 
adsorbierten Fermentmengen gewahit. Die Kurve steigt steil a: 
erreicht schon fiir kleine Abszissenwerte ihr Maximum und sinkt dam 
mit wachsenden Abszissenwerten allmahlich ab. Es wurden je 10 ccn 
Ferment mit wechselnden Tierkohlemengen versetzt. Die in 10 cen 
vor der Adsorption enthaltene Fermentmenge werde als 100 bezeichnet 
Sie entspricht einem k (Rona) = 0,434. 
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Tierk Konzentration Absorptionsgrad Adsorptionswert 
eee der Restlésung (= Pose. ads. (= von 100 mg Tierkoble 
mg pro 100 ccm Diastase) adsorbierte Diastase) 
50 925 7.5 15,0 
100 745 25.5 26.0 
120 657 34,3 28.6 
150 461 53,9 36,0 
180 240 76.0 42.0 
190 198 80,2 42.2 
200 123 87,7 43,8 
sup 
13 j 
| 
S 
< 
D 





Abb. 2. 


Nach Willstdtter (vgl. insbesondere Zeitschr. f. physiol. Chem. 133, 
1, 1924, Uber Enzymadsorption) beruht eine solche Gestalt der Kurve 
auf einer Adsorptionsverdrangung der Diastase durch die vorhandenen 
Begleitstoffe, die die verfiigbare Oberflache der Kohle mit Beschlag 
belegen. Es wurde darum das Adsorptionsverhalten der Trocken- 
substanz der angewandten Fermentlésung untersucht. 

Zuerst wurde der Trockenriickstand der zur Extraktion benutzten 
m/15 Phosphatlésung bestimmt. Diese Lésung war hergestellt aus 51 Teilen 


Biochemische Zeitschrift Band 172. 26 
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m/15 Lésung von Monokaliumphosphat (enthaltend 9,078 g KH,PO, im 
Liter) und 49 Teilen m/15 Lésung von Dinatriumphosphat (enthalten¢ 
11,876 g Na,HPO,, 2H,O im Liter). Beim Trocknen bei 105 bis | \¢ 
verliert letzteres sein Kristallwasser. 

Gewicht des Trockenriickstandes von 100cem: gefunden 0,9270 ¢. VM. 
0,9283 2; ber.: 0,9268g¢. Vorversuche zeigten, daB der Trockenriickstand 
der reinen Phosphatlésung sich durch die Behandlung mit Tierkohlemengen, 
wie sie zu den Adsorptionsversuchen verwendet wurden, in folgender Weis: 
anderte. Die Versuche wurden wie iiblich angesetzt. Je 45 ccm auf das 
Doppelte verdiinnte Phosphatlésung wurden mit 1. 112,45 mg _ Tierkolh) 
2. 225 mg Tierkohle, 3. 337,5 mg Tierkohle geschiittelt. Nach dem Zent; 
fugieren wurde ein aliquoter Teil eingedampft, bei 105 bis 110° getrocknet 











und gewogen; bei diesen Versuchen waren die nicht abtrennbaren Rest; sul 
Kohle gut durch die Farbung des Riickstandes zu sehen. ob 
. " - st 
Gewicht des Trockenriickstandes. 
set 
1 2 3 ley 
Bezeichnung Aaggeenen Angewendet Angewendet des 
35 ecm 0) com 35 com 
& 1 8 aot 
[In 
ae 0.1646 0.1396 0,1662 
0,1622 0,1391 0,1622 ” 
Diff... . + 0,0024 + 0,0005 » 0,0040 _ 
VO) 
Hauptversuche. Oben beschriebene Fermentlésung (Lésung 3) wurc: 
auf das Doppelte verdiinnt und je 45 cem davon mit 1. 112,5 mg Tierkohile, 
2. 225 mg Tierkohle, 3. 337,5 mg Tierkohle 2% Stunden lang bei Zimmer. 
temperatur geschiittelt. Der Gesamttrockenriickstand des Zentrifugats 
betrug : 
1 2 3 
a b a b 
30 ccm 35 ccm 35 ccm 35 ccm 35 com 
& 8 & & iS jee 
Riickstand (gew.) . . . 0.1678 0.1953 0.1900 0.1866 0,1862 
Phosphat (ber.) .. . . 0.1391 0.1622 0,1622 0.1622 0.1622 
Trockensubstanz. .. . 0.0287 0.0331 0,027 0.0244 0.0240 de 
Da das Gewicht der durch Zentrifugieren nicht abtrennbaren Tierkoh| 
etwa 2 bis 4 mg betragt, sind diese Zahlen mit einem Fehler von ungefal. ” 
10 Proz. behaftet. ge 
Der Trockenriickstand vor der Adsorption betrug in 40 ccm 0,2449 g, In 
davon Phosphat 0,1854g (ber.); Gehalt an Driisenextrakt in 40 ccn Ww 
0,0595 g. In 45ccem Lésung waren mithin enthalten: ites 
Vor Adsorption : 0,0669 g Es waren adsorbiert von 
Nach Adsorption mit ", 
ex : { 0,0430 | ,,. > On _ — kK. 
112.5 mg Tierkohle 1 0.0426 | Mittel 0,0428 112mg Tierkohle . . 0,024! 
225 , i . 00,0357 | 225 S . 0.0312 
oF 0.0314 | a am 
337,5 | Ot 314 ’ O0311 337.5 - ~. 0 Do0s Wi 


n ” 10,0309; °* 
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Umgerechnet auf 100 cem Lésung und 100 mg Tierkohle 





Konzentration der Kestlosung Adsorption von 100 mg Tierkohle 


Mabstab 0,15: 1000 g100cem = g/100 mg 0,15: 1000 MaBstab d, Abb 


636 0.0953 g 0.0214 143 
529 0.0793 g 0.0138 92 
461 0.0691 ¢ 0,0106 71 


Hierzu Abb. 2. 


Je héher die Konzentration der Restlésung ist, desto mehr Trocken- 
substanz ist auch adsorbiert; die Adsorptionskurve verlauft normal, 
obwohl die Freundlichsche Adsorptionsformel nicht darauf anwendbar 
st (was bei einem so wenig definierten Gemisch nicht in Erstaunen 
setzen kann). Zeichnet man die Adsorptionskurven der Diastase und 
ler ,, Trockensubstanz“ so in das gleiche Netz ein, daB fiir den Gehalt 
des gleichen Volumens der Ausgangslésung der gleiche Mafstab ge- 
nommen wird, so sieht man, daB beide Kurven sich tiberschneiden. 
[In der beigegebenen Abb. 2 ist der Gehalt von 10 cem urspriinglicher 
Lisung (0,15cem ,,Trockensubstanz“ bzw. k (Rona) 4,34) als 100 
angenommen]. Die Temperaturabhangigkeit innerhalb des Intervalls 
von 0 bis 35° ergibt sich aus folgender Tabelle: 





or 32— 3" 


Tierkohle ~ Trockensubstanz* der | .Trockensubstanz* der 
estlésung nach Ad- Restlésung nach Ad: 
mg sorption (45 ccm) sorption (45 ccm) 
112.5 0,0423 0.0434 
337.5 0.0306 0,0315 


Es wird also bei héherer Temperatur etwas weniger adsorbiert ; 
jedoch kaum auBerhalb der Fehlergrenze. 

Die Temperaturabhdngigkeit der Diastase dagegen ist recht be- 
deutend, und zwar wird bei niedrigerer Temperatur weniger adsorbiert. 
Es wurde ein 10 Monate alter, unter Toluol aufbewahrter Glycerin- 
vuszug (Lésung 2) verwendet. Seine Konstante & der Reaktions- 
geschwindigkeit war, nach Willstdtter und Schudel bestimmt, k = 0,042 
Innerhalb der 14 Tage Versuchsdauer anderte sie sich in folgende 


Weise : 





Datum: 25. VIII. 26. VIII. 27. VIII. 28. VIL) 1, 1X. 2. 1X. 3. TX. 4 IX. 7. IX. 8. IX 


n, Tag: n ] 2 3 4 8 9 10 1] 14 15 
k.10*(leem) | 425 433 430 448 414 419 398 419 405 396 


Ich bezeichne die Fermentmenge in 100cem vor der Adsorption 
wieder als 100. Adsorptionskurven bei 0° (Nr. 1) und bei 37° (Nr. 2) 


oF * 
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1 2 
0 37 
Tier Tier 
d Absorpt Absorpt : Adsorbier- Adsort 
kohle —_— Gra Wert kohle Reatt , ter Grad ter Wert 
(100 ‘" (Proz. ad» (von 100mg 16) came (Proz. ade (von 1 
— sorbierter Tierkohle om sorbierter Tierk 
Diastase) ads. Diast.) Diastase) ads. Dia 
50 820 18 36.0 50 670 33.0 66.0 
100 510 49 49.0 100 345 65.5 65.5 
120 300 70 58,0 120 195 80.5 67,0 
150 90 91 61,0 140 70 93.0 66.0 
& 
8 yy, - 
S4 ; 


Wir sehen, daB die Menge der bei 37° adsorbierten Diastase w 
abhangig von dem Verhaltnis Fermentkonzentration : Tierkohle jist 
Die Menge der bei 0° adsorbierten Diastase ist davon abhangig, und 
die Kurve ahnelt derjenigen bei Zimmertemperatur. Der Verlauf de: 
Kurve 1 kann nicht auf gréBere Adsorption der Begleitstoffe zuriick- 
gefiihrt werden. Denn diese wird (s. oben) von der Temperatur kau 
beeinfluBt. Es bleibt die Annahme, daB anschlieBend an die Adsorpti: 
bei héherer Temperatur eine chemische Reaktion auftritt, die di 
Diastase zerstért, vielleicht eine Oxydation, méglicherweise auch ein 
Trypsinwirkung (die freilich wegen der ungiinstigen Wasserstoffionen- 
konzentration weniger anzunehmen ist). Fiir eine solche chemische 
Reaktion spricht auch die Lrreversibilitét der Adsorption und dit 
geringe Eluierbarkeit adsorbierter Diastase durch Substrat. 

Reversibilitat. Die nachstliegende Methode zur Feststellung der 
Reversibilitat der Adsorption ist folgende: Man nimmt die Adsorption 
in konzentrierter Lésung vor, verdiinnt dann und sieht zu, ob sic! 
dasselbe Gleichgewicht einstellt, wie wenn man gleich in der verdiinnte! 
Lésung hat adsorbieren lassen. In unserem Falle ist diese Versuchs- 
anordnung nicht durchfiihrbar, weil der Unterschied der in verdiinnte! 
und in konzentrierter Liésung adsorbierten Diastasemenge zu gering ist 
Es wurde darum die verschieden groBe Adsorption bei verschiedene! 
Temperatur zugrunde gelegt. 
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I. Der Versuch wurde doppelt angesetzt. Je 5 cem gepufferter Ferment- 
ing [a) 0,0187 A.-E. pro Kubikzentimeter, b) 0,0201 A.-E. pro Kubik- 
timeter] und 100 mg Tierkohle wurden 

1. bei 37° 2 Stunden geschiittelt, dann auf 20° abgekiihlt und weiter 

4 Stunden geschiittelt, 
2. 2 Stunden bei 37° geschiittelt, 
3. 4 Stunden bei 20° geschiittelt. 

Die Lésungen wurden dann zentrifugiert und die Diastase in der 

\usgangs- und in der Restlésung nach Wiillstdtter und Schudel bestimmt. 





Diastasegehalt der Restlosung 
Adsorbiert (Proz.) 


Proz. der Ausgangsiésung 


Nr k 
a b a b a b 
l 0.0099 0.0094 53 47 47 53 
? 0.0091 0.0099 49 49 51 mj 
3 0.0161 0.0159 86 79 14 2 


Il. 10 cem alter Glycerinauszug (Lésung 2) und 100mg _ Tierkohle 
iden bei 37° 2 Stunden geschiittelt, dann auf 0° abgekiihlt und weitere 
2', Stunden geschiittelt, schlieBlich zentrifugiert. 
Daneben wurde in Parallelversuchen die bei 37° und bei 0° allein nach 
bzw. 214 Stunden adsorbierte Diastase bestimmt. Jeder Versuch wurde 


rflach angesetzt (Diastasebestimmung nach Willstdtter und Schudel). 





Adsorbiert (Proz.) 


Temperatur 


1 2 3 4 Mittel 
37° 65.0 67 62 67 65,5 
0° 51.0 52 49 52 49 
Erst 37°, dann 0° 65,0 64 63 63.5 64 


Die Adsorption ist irreversibel. 

Elution durch Substrat. Nun wurde nachgesehen, ob adsorbierte 
Diastase durch Substrat, Starke oder Glykogen, eluiert werden kénne. 
Es zeigte sich, daB durch Starkelésung ein kleiner Teil, weniger als 
5 Proz., der adsorbierten Diastase eluiert wird, und zwar mehr bei 
hoherer Temperatur. Von Glykogen wird nichts oder nur geringste 


Spuren bei Zimmertemperatur eluiert. 


Qualitativ. 


1. 20cem wasseriger Fermentlésung (k pro 1 cem 0,054) wurden 
mit 300mg Tierkohle 1 Stunde lang bei Zimmertemperatur geschiittelt ; 
dann wurde die Fliissigkeit abzentrifugiert, der Riickstand dreimal mit 
Wasser gewaschen und das Wasser méglichst vollstandig abgegossen. Die 
lierkohle wurde mit 46 ccm Wasser von 37° in ein Gemisch von 25 ccm 
2proz. Starkelésung, 25ccm Phosphat (py 6,8) und 4ceem 20proz. 
Kochsalzlésung, das im Wasserbade von 37° stand, gespiilt und gut gemischt. 
Von Zeit zu Zeit wurden Proben von 10 ccm entnommen und mit 0,5 cem 
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Normalsalzsiure versetzt. Die Tierkohle wurde durch Zentrifugieren 
getrennt und der Starkeabbau mittels Jod festgestellt. 





Zeit Jodtarbung 

10’ blau 

25’ blaurot 

5O rot 

70 farblos 
Quantitatir. 


2. 600mg Tierkohle werden zu 300cem Glycerinauszug (Lésung 2 
gefiigt und das Gemisch wird 2 Stunden bei Zimmertemperatur geschiitt: 
Dann wird zentrifugiert und die Tierkohle noch dreimal mit Phosphatlésuny 
gewaschen. Die Fermentlésung enthielt vor der Adsorption 1,42 A.-E 
nach der Adsorption 0,33 A.-E. Die 600mg Tierkohle haben mithiy 
1.09 A.-E. adsorbiert; 100mg 0,18 A.-E. Die Tierkohle wird in 50 cen 
Wasser suspendiert und je 20ccm davon werden in 100 ccm eisgekiih|t: 
Starkelésung von solcher Konzentration gebracht, daB danach das Ferment 
Substratgemisch die iibliche Konzentration hat. 50cem enthalten dam 
100 mg Tierkohle. Nach zweistiindigem Stehen bei 0° wird rasch zent: 
fugiert und von der Tierkohle abgegossen. Das Ferment-Substratgemis: 
wird nun schnell auf 37° gebracht; aus Probe 1 und 2 werden je 50 cc: 
abpipettiert und angesauert (als Blindversuch) und der Rest wird 10 bzw 
20 Minuten bei 37° stehengelassen. Dann wird auch dieser Teil angesiauert 
und 50cem davon zur Maltosebestimmung nach Wijlistdtter und Schud: 
verwendet. 

Probe 1 (10 Minuten Einwirkungszeit) verbraucht 0,4cem n 10 J 
netto, ontsprechend 0,0016 A.-E. 

Probe 2 (20 Minuten Einwirkungszeit) verbraucht 0,55 ccm n/10 J 
netto, entsprechend 0,001] A.-E. 

Es wurde etwa 1 Proz. eluiert. 

3. Die Vorbehandlung und Menge der Tierkohle wie bei vorstehenc 
Versuch. Gehalt der Fermentlésung vor Adsorption 1,44 A.-E.; na 
Adsorption 0,31 A.-E., 600 mg Tierkohle enthalten 1,13 A.-E. Nach de: 
Waschen der Tierkohle wurde sie ganz in 250 ccm eisgekiihlte Starkelésuny 
gebracht (50ccm enthielten 120mg Tierkohle, entsprechend 0,23 A.-F 
Etwa 80 ccm davon wurden zentrifugiert, auf 37° erwarmt und angesduert 
50 cem hiervon dienten als Blindversuch. Das tierkohlehaltige Fermen: 
Substratgemisch wurde auf 37° erwarmt und je 50 ccm nach 20, 30, 60 
90 Minuten abpipettiert, mit 2ccm Normalsalzsiure angesduert, zentrifugie: 
und die Diastasebestimmung nach Wiéllstdtter und Schudel vorgenomme: 

Probe | (30 Minuten Einwirkungsdauer) verbraucht 3,97 cem n/10 J 
netto, entsprechend 0,003 A.-E. 

Probe 2 (60 Minuten Einwirkungsdauer) wurde von Jod nur no 
schwach rot gefarbt, verbraucht aber trotzdem nur 5,0 cem Jod. 

Probe 3 (30 Minuten Einwirkungsdauer) wurde von Jod gar nicht 
mehr gefarbt. 

4. 20,0cem Glycerinauszug (Lésung 2), 400mg Tierkohle. Vor 
adsorption wie im vorhergehenden Versuch. Diese 400 mg werden nac! 
dem Waschen in 500 ccm Starkelésung von der Konzentration der Diastas« 
bestimmung nach Wiéillstdtter und Schudel gebracht, die im Wasserba 
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y 37° erwirmt werden. In gewissen Zeitabstanden werden je 50 ccm 
davon abpipettiert, angesauert, zentrifugiert und nach W illstdtter und Schudel 
hehandelt. Dadurch wird neben der Elution selbst auch die eventuelle 
Geschwindigkeit der Elution bestimmt. 





Nr. | 1 2 3 4 5 6 7 8 Q 10 
. iace nce Bete 20’ 30’ 40’ 50’ 60’ 70’ 80’ 90 
ecm n/l0 Jod — 0,7 | 1,25 25 32 415 46 53 565 5.95 
mg Maltose.. — 120 214 | 428 548 712 790 910 97,0 1040 
keem .. . — 0,003 0,0026 0,0037 0,0037 0,0041 0,0040 0.0041 0.0040 0.0039 


Bei Nr. 8 wurde die Starkelésung durch Jod nur noch schwach blau 
gefarbt, bei Nr. 9 und 10 gar nicht mehr, sondern nur noch recht schwach 
gelb rot. Diese Erscheinung deutet darauf hin, daB entweder die Diastase 
durch die Adsorption veraindert wird oder der FermentprozeB nach voll- 
zogener Elution anders verlauft. Fiir die Geschwindigkeit der Elution 
folgt aus diesem Versuch, da8 der gréBte Teil der tiberhaupt eluierbaren 
Diastase schon innerhalb 10 Minuten eluiert ist; dann wird nur noch wenig 
eluiert. Vor der Adsorption enthielt die Fermentlésung 1,01 A.-E.; nachher 
0.25 A.-E. 400 mg haben 0,76A.-E., 40mg (in 50ccm Starkelésung) 
0,076 A.-E. adsorbiert. | Eluiert wurden 0,004 A.-E. d. i. 7°". roo 
0.076 

etwa 5 Proz.. 

5. Elution mit Glykogen. 10 cem Glycerinauszug (Lésung 2), 200 mg 
Tierkohle. Voradsorption wie oben. Zentrifugieren, fiinfmal waschen 
lie Tierkohle in 25cem Wasser suspendieren und davon 1. 1,25 cem 

10 mg Tieekohle). 2. 5,0 ccm ( 40 mg Tierkohle) 1 Stunde bei Zimmer- 
temperatur mit Glykogenlésung stehenlassen; dann zentnifugieren, auf 
37° bringen und den Glykogenabbau nephelometrisch verfolgen. 





1 2 
Nephelometer Nephelometer 
t t 
l r l r 
0’ 20 21,1 0’ 20 22,7 
35’ 20 21.5 30 j 20 23,2 
95’ 20 22,1 60 20 23.9 
150’ 20 22,1 


In beiden Fallen wurden nur geringste Spuren eluiert. 


Beeinflussung der Diastaseadsorption durch  oberfldachenaktive 
Alkohole. In Vorversuchen wurde der Einflu8 untersucht, den Alkohole 
in der verwendeten Konzentration auf die Diastasebestimmung aus- 
iiben. Die Diastasebestimmung nach Rona und van Eweyk wird nicht 
beeinfluBt, da bei der groBen Verdiinnung, in der die alkoholhaltige 
Fermentlésung angewandt wird, die Konzentration im Ferment- 
Substratgemisch auBerordentlich gering ist. Diastasebestimmung ohne 
Alkohol k = 291, Diastasebestimmung mit der gleichen Fermentmenge, 
die aber 10 Proz. Athylalkohol enthalt, ergibt k = 287. Die Diastase- 
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bestimmung von W illstdétter und Schudel wird durch die héheren Alkoho\ 
die in kleinerer Konzentration zugegen sind, auch nicht beeinf)uft 
0,3cem Fermentlésung verbrauchen bei 10 Minuten Einwirkunys. 
dauer 4,72 (4,50), im Mittel 4,56 ccm J; bei Zusatz von 0,06 cem Buty). 
alkohol verbrauchen sie 4,30 (4,62), im Mittel 4,46 cem J. Athylalkol 


verringert die gefundenen Maltosemengen. 


Verbrauch von n/10 Jod in cem. 





Mit Alkohol 


Obne Alkohol (Ferment : Alkohol = 1 : 1) 


531 5.88 ¢ 9.5 Proz. 
3,26 2,77 15,0 9 
4,27 3,88 — 91 

5,05 4,74 — 53 


Im Mittel ergeben sich mit Alkohol etwa 5 Proz. zu wenig Jod. 
verbrauch. Um die Wirkung von Alkohol auf die Diastaseadsorptic: 
festzustellen, wurde jeder Adsorptionsversuch als Doppelversuc! 
angesetzt. Gleiche Volumina derselben Lésung wurden gleich lang: 
mit gleichen Tierkohlemengen geschiittelt; der eine Versuch enthielt 
den oberflachenaktiven Stoff, der Parallelversuch das entsprechend 
Volumen Wasser'). Verwendet wurden: 

Athylalkohol in einer Konzentration von 9,2 Proz. 
Butylalkohol ,, ,, - » i,4 
Amylalkohol ,, ,, a ». 0,3 und 2 Proz. 


Ein Versuch wurde mit Phenylurethan (gesattigte Lésung) gemacht 
Eine Verdrangung der Diastase durch die zugesetzten Stoffe waz 
keinem Falle nachzuweisen. 

l. Fermentlésung 3. Je 12,5cem wurden auf 25ccem_ verdiinnt, 
und zwar: 


1. mit Wasser, 
2. ,, 2,3cem Athylalkohol und Wasser, 
3. ,, 0,35,, Butylalkohol _,, = 


Je 10cem von 1, 2, 3 wurden mit 180mg Tierkohle 2% Stunde: 
geschiittelt, dann zentrifugiert. Je 0,5cem der Restlésung wurden zu 
Diastasebestimmung nach Rona und van Eweyk verwendet. Zur Diastase- 
bestimmung vor der Adsorption wurden 2cem der Lésung 1 auf 25 cen 
gebracht und lecm verwendet. Gleichzeitig wurde ein Parallelversuc! 
angesetzt. Bezeichnung: 


1) Die Alkoholkonzentrationen lehnen sich an die bei Lesser und Zip) 
(Beeinflussung der Zuckerbildung der Froschleber durch homologe 
Alkohole, diese Zeitschr. 140, 439, 1922) verwendeten an. Die gerinve! 
konzentrierten sind siokapillar (vgl. im Traubeschen Stalagmometer). 
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l 2 

iLL kw 
Lésung vor Adsorption (0,5 ccm) a ee : 1894 1888 
Losung 1 (0,5 c¢em) . ee oe ee 449 435 
3.) SS Pee ee ae a 429 398 
ees . ).« «: ae ee 434 450 


2. Fermentlésung 3. Je 10 cem wurden auf 25 verdiinnt, und zwar: 


1. mit Wasser, 
2. ,, 0,125cem Amylalkohol und Wasser, 
- <. Pn 
Je 20 cem von 1, 2, 3 wurden mit 180 mg Tierkohle 24, Stunden lang 
schiittelt, dann zentrifugiert. Der Diastasegehalt der Restlésung wurde 
wh Willstdtter und Schudel bestimmt (1.0 c¢em Lésung, 10 Minuten Ein- 
wirkungsdauer). 





n 10 Jod 


Bezeichnung k 
ccm 
Lésung | 3,87 0.0189 
™ 2 3.86 0.0190 
= 3 4.16 0.0208 


3. Die Versuchsanordnung war wieder die gleiche. Losung | und 2 waren 
hne Zusatz kapillaraktiver Alkohole hergestellt. Lésung 3 enthalt 7proz 
Butvlalkohol, Lésung 4 war gesattigt mit Phenylurethan. 





Bezeichnung n/10 Jod ccm I 
Lésung | 4,28 0.0217 
2 4.44 0.0227 
- 3 4,20 0.0211 
= 4 4.18 0.0210 


Dagegen ist die ,,Trockensubstanz‘-Adsorption durch Alkohole 
beeinfluBbar. 


1. Wasseriger Extrakt aus Trockenpankreas; je 40 ccm wurden aut 
50 cem gebracht: 
l. mit Wasser, 


» 


2. ,, 4,6cem Athylalkohol und Wasser. 


Je 45cem von 1 und 2 wurden mit 225mg Tierkohle geschiittelt, 
zentrifugiert und je 40 ccm des Zentrifugats zur Bestimmung der Trocken- 
substanz eingedampft. Das alkoholhaltige Zentrifugat enthielt : 

a) 0,367 g) 
b) 0,375 g| 


das alkoholfreie 


im Mittel 0,371 ¢ Trockensubstanz, 


a) 0,353 g) 
b) 0,351 g] 


im Mitte! 0.352 ¢ Trockensubstanz. 
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Die 40cem enthalten 0,2766g Phosphate; die aus dem Pankreas 

stammende ,,Trockensubstanz* ist daher in der Restlésung: 
mit Alkohol: 0,090, 0,098, im Mittel 0,094 ¢ (0,094 g) 
ohne Alkohol: 0,076, 0.74... = 0,075 2 

Auch hierbei betriagt der durch nicht abtrennbare Tierkohleress, 
hervorgerufene Fehler etwa 2 bis 4 mg 5 Proz. 

2.. Bei der gleichen Versuchsanordnung, aber Verwendung von Buty 
alkohol in einer Konzentration von 2,8 Proz. ergaben sich folgende Wert 

Trockensubstanz der alkoholhaltigen Lésung: 0,380 g, davon 0,277 ¢ 
Phosphat 0,103 ¢. 

Trockensubstanz der alkoholfreien Lésung: 0,356 g, davon 0,277 ¢ 

Phosphat 0,079 g. 

Die Verdrangung der Begleitstoffe durch die Alkohole ist mithin s 
bedeutend, ungefaihr 20 Proz. 

Die Begleitstoffe und die Diastase besetzen beide einen gewisse; 
Teil der Tierkohleoberflache. Die hinzugefiigten oberflachenaktive: 
Stoffe beanspruchen ebenfalls, gemaB ihrer Konzentration, einen Tei! 
und verdrangen Diastase und Begleitstoffe, oder deutlicher, vermindery 
die fiir dieselben verfiigbare Oberfliche. In unserem Falle scheinen 
die Begleitstoffe allein so viel Platz an der Kohle freizumachen, da{ 
die Adsorption der Diastase nicht beeinfluBt wird. Es lag daher di: 
Méglichkeit nahe, daB in einer durch ,,fraktionierte Adsorption“ ge- 
reinigten Lésung eine Diastaseverdrangung durch die Alkohole nach- 
weisbar wurde. Die Voradsorptionen miissen so geleitet werden, da 
médglichst viel Begleitstoffe unter médglichst wenig Fermentverlust 
wegadsorbiert werden. Nach der gegenseitigen Lage der Adsorptions- 
kurven von Begleitstoffen und Diastase miissen fiir die Voradsorptione: 
kleine Tierkohlemengen verwendet werden; und da bei niedrigeret 
Temperatur weniger Diastase adsorbiert wird, die Begleitstoffadsorption 
durch die Temperatur aber kaum beeinfluBt wird, sind die Voracdsorp. 
tionen bei méglichst niedriger Temperatur vorzunehmen. Die an- 
gewandte Fermentlésung (Lésung 3, unverdiinnt) enthielt 0,30 Proz 
aus der Driise stammende feste Stoffe (,,Trockensubstanz“) und in 
100 com 7,2 A.-E. (A.-W. = 0,24). 

1. Voradsorption: 700 mg Tierkohle, 140 ccm Ferment, Schiitteldaue: 
21, Stunden bei Zimmertemperatur. Das Zentrifugat enthielt in 100 ccm 
0.197 g Trockensubstanz und 6,94 A.-E. (A.-W. = 0,35). 

2. Voradsorption: 130cem des Zentrifugats von 1 und 650 mg Tie: 
kohle, Schiitteldauer 1 Stunde bei 0°. Das Zentrifugat enthalt in 100 cer 
0,179 g¢ und 6,08 A.-E. (A.-W. 0,34). 

3. Voradsorption: 120 cem des Zentrifugats von 2 und 500 mg Tie: 
kohle, Schiitteldauer 1 Stunde bei 0°. Das Zentrifugat enthalt in 100 ec: 
5,00 A.-E. (keine Trockensubstanzbestimmung). 

4. Voradsorption: 110cem des Zentrifugats von 3 und 220 mg Tie! 
kohle, Schiitteldauer 1 Stunde bei 0°. Das Zentrifugat enthalt in 100 cc 
0,12 ¢ Trockensubstanz und 4,8 A.-E. (A.-W. 0,4). 
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Durch die Behandlung stieg der Amylasewert (der Reinheitsgrad) 
les Priparats von 0,24 auf 0,4, also fast auf das Doppelte. Mit der so 
vorbehandelten Lésung wurden die Alkoholversuche wiederholt, auch 
liesmal in allen Fallen, ohne daB eine Adsorptionsverdriingung nach- 
weisbar war. 

|. Je 20cem des Zentrifugats von der vierten Adsorption wurden aut 
25cem verdiinnt, und zwar: 

1. mit Wasser, 
2 Athylalkohol (4,6 cem) und Wasser, 
3. ., Butylalkohol (0,35 cem) und Wasser. 

Je 20 cem von 1, 2, 3 werden bei Zimmertemperatur 244 Stunden mit 
i0 me Tierkohle geschiittelt, danach zentrifugiert. Je 2cem der Rest- 
sungen werden dann auf 25 cem verdiinnt und davon 1 cem zur Diastase- 
estimmung nach Rona und van Eweyk verwendet. Es wird & in 





1 2 3 
301. 10-5 318, 10-5 316. 10-5 


k des unverdiinnten Zentrifugats ist gleich 460. 10-5, es wurden 
Is. 14, 14 Proz. adsorbiert. 

2. Zentrifugat der vierten Voradsorption. Je 20cem davon wurden 
wif 25 verdiinnt, und zwar: 

1. mit Wasser, 
2. ,, 0,7 cem Butylalkohol und Wasser. 

Je 20cem von 1 und 2 wurden bei Zimmertemperatur 21, Stunden 
lang mit 100 mg Tierkohle geschiittelt, dann zentrifugiert. Je 2 cem der 
Restlésung werden dann auf 25 ccm verdiinnt und davon 1 cem zur Diastase 
bestimmung nach Rona und van Eweyk verwendet. Vor der Adsorption 
ist 1 .& 499; nach der Adsorption ist k . 10+5 bei 1 = 258, bei 2 260. 
\dsorbiert wurden in beiden Fallen etwa 48 Proz. 

3. Zugleich iiber den EjinfluB der Reihenfolge bei der Zugabe von 
\lkohol und Ferment. Zentrifugat der vierten Voradsorption. 


1. 20cem Fermentlésung und 5ccm Wasser, 
2. 20 ,, - 4,60 cem Athylalkohol, Wasser ad 25, 


von Ll und 2 werden je 20 ccm zu 140 mg Tierkohle gebracht. Eine dritte 
Tierkohleprobe von 140 mg wird zuerst mit 3,68 cem Athylalkohol gemischt 
und erst etwa nach einer Viertelstunde 16cecm Ferment und 0,66 ccm 
Wasser hinzugefiigt. Das Gesamtvolumen ist dann 20 cem (die Kontraktion 
les Alkohol-Wassergemisches ist beriicksichtigt). Zur Diastasebestimmung 
nach Rona und van Eweyk wurden 2 ccm des Zentrifugats von 1, 2, 3 aut 
25 cem verdiinnt und leem angewandt. k vor der Adsorption ist 505 . 10-5, 
nach der Adsorption bei 1 233, bei 2 236, bei 3 220. 10-5, Mithin wurden 
48, 48, 51 Proz. adsorbiert. 
4. Fermentlésung. Je 20 ccm wurden auf 25 verdiinnt: 


l. und 2. mit Wasser, 

3. mit 1,75cem Butylalkohol und Wasser, 

4. ,, 0,5 ., Amylalkohol und Wasser, 

5. .,, Wasser, und es wurde so viel Phenylurethan dazugegeben, 


daB eine gesattigte Lésung entstand. 
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Je 0,8 cem der nicht weiter verdiinnten Filtrate wurden zur Diast 
bestimmung nach Willstdtter und Schudel verwendet. 





n/10 Jod 


Nr k 
ccm 

l 4.54 0,0234 

2 5.00 0.0266 

3 4.59 0.0237 

4 4.381 0.0252 

5 4.66 0.0251 


Zusammenfassung, 

Es wurde das Adsorptionsverhalten der Diastase ungereinigte; 
Pankreasextrakte gegeniiber Tierkohle untersucht. 

Die Adsorption ist irreversibel und nimmt mit steigender Te: 
peratur zu. Die Adsorptionskurven bei 0° und bei Zimmertemperatw 
steigen steil zu einem Maximum an und sinken jenseits des Maximw 
langsam ab. Die Adsorptionskurve bei 37° steigt ebenfalls steil 
halt sich aber dann auf ungefaihr der gleichen Héhe. Die Adsorption: 
kurven von Ferment und Begleitstoffen tiberschneiden sich. 

Durch oberflachenaktive Stoffe wird die Adsorption nicht bee 
fiuBbt. Auf Starkelésung wirkt an Tierkoble adsorbierte Diastase nur sem 
sehr schwach, auf Glykogenlésung gar nicht ein. Liche 
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Uber die Trennung der Fermente des Gerstenmalzes. 


Il. Mitteilung!): 
Lichenase und Cellobiase. 


Von 
Hans Pringsheim und Arthur Beiser. 
(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 3. April 1926.) 


Die Bedeutung des das Polysaccharid Lichenin spaltenden Ferment - 
vemisches wird durch die in neuerer Zeit®) erwiesene Verbreitung des 
Lichenins sehr erhéht, besonders aber gewinnt das Studium dieser 
Enzyme durch die nahe Begiehung des Lichenins zur Cellulose und die 
Fihigkeit der licheninspaltenden Fermente, auch denattrierte Cellulose 
inzugreifen, sehr an Interesse. Karrer*) zeigte kiirzlich in einer wichtigen 
Arbeit, daB auch die Kinetik der Lichenin- und Cellulosespaltung durch 
den Darmsaft der Weinbergsschnecke, dem er seine besondere Auf- 
merksamkeit gewidmet hat‘), ganz parallel verlauft. Die von ihm 
wfgefundene Gesetzmabigkeit, daB die Spaltung in beiden Fallen, 
zemessen an der Glucosebildung, zuerst im Sinne einer monomolekularen 
Reaktion und nachher entsprechend der Schiitzschen Regel verlauft, 
diirfte durch das Ineinandergreifen zweier Fermentwirkungen zu 
erklaren sein, deren Katalysatoren zu trennen der Gegenstand dieser 
Arbeit war. 

Wir zeigen im folgenden, daB die Fermente des Gerstenmalzes, 
unter denen wir vor 3 Jahren licheninspaltende Fermente aufgefunden 
haben), auch auf Cellulosepriiparate wirkam sind. Wiahrend die Art 


') I. Mitteilung: H. Pringsheim, A. Genin und R. Perewosky, diese 
Zeitschr. 164, 117, 1925. 

2) P. Karrer, M. Staub und J. Staub, Helv. 7, 159, 1924. 

3) P. Karrer, P. Schubert und W. Wehrli, ebendaselbst 8, 797, 

*) P. Karrer, B. Joos und M. Staub, ebendaselbst 6, 800, 19: 
P. Karrer und Illing, Ergéinzungsbd. d. Koll.-Zeitschr. 36, 91, 1925. 

5) H. Pringsheim und Seifert, H. 128, 284, 1923. 
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der im Helixsaft vorhandenen einschlagigen Teilfermente noch nich; 
festgelegt ist, ist erwiesen, daB die Lichenin zu Glucose spaltende, 
Enzyme des Gerstenmalzes Lichenase und Cellobiase vergemeinschafte; 
enthalten!), ja es gelang durch gealterten Gerstenmalzextrakt, Lichey)) 
quantitativ in Cellobiose zu spalten®). 

Der Versuch, die unbefriedigende Trennung der Lichenase von (de) 
Cellobiase auf dem Wege der Alterung durch ein geeignetes kollojid. 
chemisches Verfahren zu ersetzen, hat gerade bei diesen beiden Fe 
menten im Gegensatz zur Trennung der Mannanase von der Mannobias 
und der Malzamylase von der Malamaltase*) noch zu keinem befriedige; 
den Ergebnis gefiihrt, wie tiberhaupt die Fraktionierung von Fermente; 
gleichartiger Substrate, z. B. der Disaccharide, auch heuzutage noc} 
zu den schwierigeren Problemen der Enzymchemie gehért.  Willstdtte; 
und Bamann*) erzielten kiirzlich auf diesem Gebiete durch die Trennung 
der Maltase und Saccharase der Hefe einen schénen Erfolg. Sie erreichte; 
diesen Fortschritt durch die Verwendung des fiir die Fermentfraktioni: 
rung besonders geeigneten, von R&R. Willstdtter, H. Kraut und O. Ey. 
bacher®) hergestellten Metaaluminiumhydroxyds. Dadurch angeregt 
iibertrugen wir die Verwendung dieses Adsorbens auf die Gersten. 
malzfermente. 

Wahrend der Verfolg der Spaltung von Maltose und Rohrzucke 
nebeneinander durch die ,Anderung der Reduktionskraft bzw. de: 
Drehung glatt gelingt, liegen die Verhaltnisse bei unserem Ferment. 
gemisch weit schwieriger, weil die Lichenase und die Cellobiase gewisser- 
maBen ein Fermentsystem bilden, da das vom ersten Ferment, der 
Lichenase, gelieferte Reaktionsprodukt das Substrat fiir das zweit: 
Ferment, die Cellobiase, darstellt. Im urspriinglichen Malzauszug 
iiberwiegt die Intensitaét der Cellobiasewirkung die der Lichenase, » 
daB die intermediir gebildete Cellobiose nie in Erscheinung tritt; div 
Folge davon ist, daB die Licheninspaltung auf die ausschlieBlich gebildet: 
Glucose bezogen werden kann. In den Zwischenstadien unserer Frak- 

tionierungsversuche, bei denen es uns hauptsichlich auf die Entfernung 
der Cellobiase ankam, tritt die Wirkung dieses Ferments hinter der cer 
Lichenase zuriick, so daB als Endprodukt Cellobiose und Glucose ent- 
stehen kénnen. Wahrend sich nach gelungener Trennung die Lichenin- 
spaltung aus der gebildeten Cellobiose errechnet, ist ihre Festlegung in 
den Zwischenstadien mit Hilfe der bisherigen analytischen Methoden 


1) H. Pringsheim und J. Leibowitz, H. 131, 262, 1923. 

2) H. Pringsheim und W. Kusenack, H. 137, 266, 1924. 

3) H. Pringsheim, A. Genin und R. Perewosky, diese Zeitschr. 164, 
117, 1925. 

4) R. Willstdtter und Bamann, H. 151, 273, 1926. 

5) R. Willstdtter, H. Kraut und O. Erbacher, B. 58, 2458, 1925. 
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unméglich. Solange man nicht weiB, wieviel Lichenin gespalten ist, 
kann man das Mischungsverhaltnis von Cellobiose und Glucose aus der 
teduktionskraft nicht ermitteln. Auch die Einbeziehung der optischen 
Drehung, die an sich infolge der Inaktivitat des Lichenins méglich ware, 
fihrt hier nicht zum Ziele, weil zufalligerweise das Verhiltnis von 
Drehung und Reduktionskraft fiir Cellobiose und Glucose, nimlich 
35 zu 52,5 wie 14,4 zu 20,4 fast genau das gleiche ist. Wir waren deshalb 
gezwungen, den Fortschritt der Trennung in den Zwischenstadien 
schatzungsweise aus der Reduktionskraft abzuleiten, weshalb wir in 
unseren Tabellen in diesen Fillen keine Spaltungsprozente, sondern 
nur die Milligramme Cu angeben. Doch hat uns dieser Mangel an der 
Erreichung unseres Zieles nicht gehindert. 

Es ist nétig, an dieser Stelle den Chemismus unserer Ferment - 
reaktionen etwas genauer zu prizisieren, da sie in ihrer Gesamtheit 
nicht als Spaltung bezeichnet werden kénnen, denn wir zeigen im 
folgenden, daB der Elementarkérper des Lichenins, das Glucosean- 
hydrid Lichosan'), und der Elementarkérper der Cellulose, das Glucose- 
anhydrid Cellosan?), auf dem Wege einer neuartigen Fermentsynthese 
zum Disaccharid Cellobiose kondensiert werden, wahrend die Spaltung 
der Cellobiose in Gducose durch die Cellobiase im alten Sinne einer 
Hydrolyse verlauft. Ob der Angriff der Lichenase auf das Lichenin 
baw. auf denaturierte Cellulose die Mitwirkung eines desassoziierenden 
Ferments voraussetzt, oder ob der Eingriff der Lichenase in das asso- 
ziierte Molekiil erfolgt und durch die strukturelle Anderung des 
Elementarkérpers eine Neigung zur Betatigung der ihm zukommenden 
Molekularvalenzen?) aufgehoben wird, kann heute noch nicht entschieden 
werden. 

Als Fermentlésung kam der auf iiblichem Wege hergestellte Extrakt 
von Trockenmalz der Byk-Guldenwerke Akt.-Ges. zur Verwendung, 
der in den meisten Fallen durch Dialyse von seinen reduzierenden Bei- 
mengungen, Dextrinen und Maltose, befreit wurde. Da hierzu auch in 
einem kontinuierlichen rotierenden Dialysierapparat mehrere Tage 
nétig sind, glaubten wir an einen groBen Verlust an Lichenase. Die 
Methode der Entfernung der reduzierenden Bestandteile durch Hefe- 
garung, die fiir die Zukunft empfehlenswerter sein diirfte, lieferte uns 
jedoch eine Fermentlésung mit gleicher Lichenasemenge. Da es nicht 
wahrscheinlich ist, daB die EinbuBe an Lichenase durch Dialyse und 
Garung ganz parallel verlauft, ist anzunehmen, daB wir in beiden Fallen 
das urspriinglich im Malzextrakt enthaltene Ferment beibehalten haben. 


1) H. Pringsheim, Knoll und Kasten, B. 58, 2135, 1925. 
*) H. Prinasheim, J. Leibowitz, A. Schreiber, EB. Kasten, Liebigs Ann. 
der Chem. im Druck. 
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Wie schon friiher beobachtet, altert die Cellobiase wesentlich 
rascher als die Lichenase; erst zum SchluB unserer Arbeit stellten wi; 
fest, daB sich ein solches gealtertes Fermentgemisch vorziiglich fiir di: 
Trennung eignet, zumal nach dreimonatigem Altern kein Lichenase. 
verlust zu beklagen war (s. Tabelle VI). Diese Beobachtung werden wir 
uns in Zukunft zunutze machen. 

Durch Vorversuche stellten wir fest, daB sich die Fraktionierung 
am besten mit Metaaluminiumhydroxyd, schlechter mit dem £-Pri- 
parat!) und am schlechtesten mit Kaolin ausfiihren laBt (s. Tabelle 1) 
Das Metahydroxyd wirkte am besten im alkalischen Gebiet. Wir 
ermittelten, daB die Wasserstoffionenkonzentration von py = 11 an 
geeignetsten ist und eine bessere Trennung als py = 10 gestattet 
wihrend die Verlegung der Adsorption in das noch starker alkalisch: 
Gebiet bei py = 11,5 bzw. 12 und 13 eine wesentliche Schwachung der 
Fermente mit sich brachte (s. Tabelle III). Unter diesen Umstiinden 
gehen bei py = 11 etwa 60 bis 70 Proz. der vorhandenen Cellobiase und 
nur sehr wenig der Lichenase an das Adsorbens. Um aus dem Ad- 
sorbendum die restierende Cellobiase zu entfernen, wurde es auf eine 
Wasserstoffionenkonzentration von pg = 3 umgestellt und wieder mit 
Metaaluminiumhydroxyd geschiittelt; hierbei geht der ganze Rest de, 
Cellobiase, aber auch ein gehériger Prozentsatz der Lichenase an das 
Aluminiumhydrogyd. Dadurch entsteht ein Verlust bis 70 Proz. der 
urspriinglichen Lichenasemenge (s. Tabelle VI). Auf diese Weise ge- 
wannen wir in dem zweiten Adsorbendum eine cellobiasefreie Lichenas« 
und erreichten somit ein Ziel unserer Versuche. Mit Hilfe dieses geeig- 
neten Ferments gelang es uns, Lichenin, Lichosan und Cellosan, also 
in den beiden letzten Fillen auch die G'ucoseanhydride, in Cellobios: 
umzuwandeln, was nicht nur durch die Anwendung des cellobiasefreie 
Ferments, sondern auch durch das Ausbleiben der G!ucosazonbilduny 
nach der Fermentation wie auch durch die auf Cellobiose stimmend 
Drehung und Reduktionskraft erwiesen wurde. Dagegen war dir 
fraktionierte Lichenase zu schwach, um uns die quantitative Um- 
wandlung ihrer Substrate in Cellobiose zu gestatten, ein Problen 
welches wir mit Hilfe der nunmehr gesammelten Erfahrungen zu 
lésen hoffen. 

Der Versuch, die von der Cellobiase befreite Lichenase durc! 
Adsorption anzureichern, hat nicht zum Ziele gefiihrt, da auch dieses 
Ferment in Analogie zur Saccharase*) nach der Befreiung von seine! 
Begleitstoffen mit den von uns angewandten Hilfsmitteln nicht melu 
adsorbierbar ist (s. Tabelle VII). 


1) R. Willstdtter, H. Kraut und O. Erbacher, B. 58, 2448, 1925. 
2) R. Willstdtter, B. 59, 8, 1926. 
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Die Kinetik der Lichenin- und Cellobiosespaltungen sowie die 
juantitative Charakterisierung unserer Fermentpriparate werden 
Gegenstand einer besonderen Mitteilung sein. 


Versuch steil. 


1. Substrate. 


Licheninlésung ist eine 0,3proz. Lésung von reinem Lichenin in 
Wasser. Das Lichenin wurde nach friiheren Angaben!) hergestellt, 
mit dem Unterschiede, daB wir nach dem Verschwinden der Jod- 
reaktion die Lichenin enthaltende Lésung nicht ausfrieren lieBen, 
sondern die warme Lésung schnell zentrifugierten, wobei zunachst ein 
dunkler Niederschlag von unreinem Lichenin sich absetzt. Die iiber- 
stehende, noch warme Lésung wurde abgegossen und stehengelassen ; 
dabei setzt sich ganz reines Lichenin ab, welches sich beim Erwirmen 
eicht in Wasser klar auflést. Das als Cellobioselésung bezeichnete 
Substrat ist in den meisten Fallen eine 1 proz. Lasung von Cellobiose 
in Wasser. 


2. Fermentlésungen bei verschiedenen Puffern und deren Umatellungen. 


Infolge der Adsorptionen bei verschiedenen Wasserstoffionen- 
konzentrationen waren wir gezwungen, die Fermentlésungen um- 
uustellen. Die Umstellung geschah auf Grund der Tabelle der ersten 
Arbeit auf 8.125, die dahin zu erganzen ist, dab die angewandten 
Pufferlésungen den Angaben von Michaelis ,,Praktikum der physi- 
kalischen Chemie“ entsprechen. Die Tabelle muBte fiir unsere Zwecke 
noch durch die folgenden Umstellungen erweitert werden. 





Angewandter Puffer Zusatz von Py = 2°) Ergebnis 
PH ccm com Pu 
9**) l l 54 
9 **) l 2 4,1 

10 ***) l 2 46 
10 ***) 2 3 5,2 
1] ***) l 2 48 
]] ***) 2 3 55 
1] ***) 2 5 4.2 
12f) l 3 41 
12) 1 2 49 
13+) l 3 4.6 
137) 2 3 5,7 


"| Citrat und HCl. °) Borat und HCl. *) Borat und Natron +) Glykokoll und Natron 


1) H. Pringsheim und Kusenack, H. 187, 265, 1924. 
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3. Fermentversuche. 
I. Verschiedene Adsorbentien. 

20ccm Malzauszug, 5ccm Pufferlésung von py =8 mit 0.) ¢ 
Metaaluminiumhydroxyd (1) bzw. $-Hydroxyd (2) oder Kaolin (3) 
l., Stunde geschiittelt, nach der Adsorption abzentrifugiert und «uf 
Pu = 5 durch Zugabe von 5ccm Puffer py = 2 umgestellt. 

Versuchslésungen A, B, C, D, Gesamtvolumen 30cem: 15 cen 
Licheninlésung, 5ccm Puffer pg = 5, 5ccm Malzauszug bzw. 7 
Adsorbendum 1, 2, 3 (enthaltend 5ccm Malzauszug) bei 37°. 

Versuchslésungen a, 8, y, 6, Gesamtvolumen 30cem: 15 ccm 
2proz. Cellobioselésung, 5 ccm Puffer py = 5, 5cem Malzauszug bzw 
7,5ceem Adsorbendum 1, 2, 3 (enthaltend 5cem Malzauszug) bei 37° 


com 





Tabelle I. 
Titration mit je 5cem der Lésung nach Bertrand. 

T Cu in mg Glucose in Proz 

ALet sists y | D| 8) Al a@ BY BO) y| Dia 
Ob O (13,7 0 13,7; 0 (13,7; 0 13,7); 0, O—| O—| 0; 0 0 
2 | 43,139) 4,7 13,7) 40/137) 35,139/28 4—) 0—/| 0/23 4 
24 | 11,0/ 15,4) 11,7 146) 88/154) 95 17,4) 68 31 —/ 16 —| 30 60 65 
48 (11,0/ 16,0 11,7 15,0; 94/184 86 166 68 40 —)/ 23 —/ 82 52 — 


100 «-11,9/ 19,4 13,7 17,0, 12.2 19,1 12,1 194 74 100 —| 58 —!| 95/75 100 

*) Nicht berechenbar, vgl. Seite 413, da Cellobiose-Spaltung nicht bis zu 100 Proz.* 

II. Adsorption mit der doppelten Menge Metaaluminium. 
hydroxyd. 

20 ccm Malzauszug, 5ccm Puffer py = 8, % Stunde geschiittelt 
mit 0,2 g Metahydroxyd, nach der Adsorption abzentrifugiert und auf 
Pu = 5 durch Zugabe von 5ccm Puffer py = 2 umgestellt. 

Versuchslésungen A, B, Gesamtvolumen 80 ccm: 40 ccm Lichenin- 
lésung, 10cem Puffer py = 5, 5cem Malzauszug bzw. 7,5ccm Ad- 
sorbendum (enthaltend 5 ccm Malzauszug) bei 37°. 

Versuchslésung $, Gesamtvolumen 40 ccm: 10 cem Cellobiose- 
lésung, 10 ccm Puffer py = 5, 7,56 ccm Adsorbendum bei 37°. 


Tabelle 11. 
Titration mit je 5ccm nach Bertrand. 





T Cu in mg Glucose in Proz. 
=, 4 ry ao B ; ok” ae igyh ' ry he si BSC 
Ob 0 0 33,9 0 — 0 
24 7,9 99 43.9 52 seal 71 
48 8.9 11.8 48.0 56 -— 100 
72 95 15.9 48.0 59 — 100 
96 10,2 10,8 48.0 63 — 100 


*) Nicht berechenbar, vgl. Seite 413, da Cellobiose-Spaltung nicht bis zu 100 Proz 
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Ill. Adsorption bei verschiedenem pg. 


20cem Malzauszug, 5ccm Puffer py = 3(1), oder py = 6,5 (2), 
der Py = 9 (3), oder py = 10 (4), oder pg = 11 (5), oder py = 11,5 (6), 
oder p,, = 12 (7), oder p, = 13 (8), 4% Stunde geschiittelt mit 0,1 g 
Metahydroxyd, nach der Adsorption abzentrifugiert und auf p, = 5 
durch Zugabe von 5ccm Puffer p,, = 7, oder 2cem p,, 
- 2, oder 7,5 cem Py = 2, oder 9 ccm Py = 2, oder 10 ccm Py = 2. 
2, oder 12 ccm p, = 2 umgestellt. 


= 8, oder 5ccm 
Pa 
oder 10 cem py = 

Versuchslésungen A, B, C, D, E, F, G, H, 1, Gesamtvolumen 50ccm: 
25cem Licheninlésung, 5ccm Puffer p, = 5, 5ccm Malzauszug bzw. 
75eem Adsorbendum 1, oder 6,5 ccm Adsorbendum 2, oder 7,5 ccm 
Adsorbendum 3, oder 8 ccm Adsorbendum 4, oder 8,5cem Adsorbendum 5, 
oder 9 ccm Adsorbendum 6, oder 9 cem Adsorbendum 7, oder 9,5 ccm 
Adsorbendum 8 bei 37°. 

Versuchslésungen a, b, c, d, e, f, g, h, i, Gesamtvolumen 40 ccm: 
l\0cem Cellobioselésung, 5 ccm Puffer p,, = 5, 5ccm Malzauszug baw. 
7.5cem Adsorbendum 1, oder 6,5 ccm Adsorbendum 2, oder 7,5 ccm 
Adsorbendum 3, oder 8ccm Adsorbendum 4, oder 8,5ccm Adsorbendum 5, 
oder 9cem Adsorbendum 6, oder 9 ccm Adsorbendum 7, oder 9,5 cem 
Adsorbendum 8 bei 37°. 











Tabelle 111. 
1 Cu rele dil a eee ae 
| a E b c r D d E e F f Gi) @ H h I i 
06/0 11:50 140 {14 0 ll |0 11/0 |11'0 |11 (0 [125'0 (125 
4 |55 16 5,7 19 7,3 195 48) 13'48) 11 44/11,25 14,1 06 125 06 125 
48 7,6 165.717.7317 7,6 14) 6,7) 14/51 12 3,2 14,7 16 125/16 125 
Te ee e481 SI OE ee 
6% 83:16 — —— — 7,3/16/7,3\16)/60 14— — — —_—_ — 
20 — ——- —— — 76)13 64, 11;—- —— — — — — — 
Glucose in Proz. 
T a : dideanieas * 
A a B b c ri p*) d= E*) e F*) ff |@") 9g Hih I i 
Oh O 00 0 0 0— 0|— 0o—' 0 — 0 00); 0 0 
24 | 34 | 100'35'83'45 91 —, 41;);— 0i—| O|—/! 73 4 0| 4.0 
48 47 | 100 30\50 45:50 — 67 — &'—'13 —/ 8610 0/10 0 
% | 62 | 100; —' — | — | — | — 100'— 100 —!| 54 — 100 — —|— — 


*) Nicht berechenbar, vgl. Seite 416, da Cellobiose-Spaltung nicht bis zu 100 Proz. 


IV. Versuch mit zentrifugiertem Malzauszug. 
Beim Zentrifugieren von Malzauszug machten wir die Beobachtung, 
da8 sich ein Niederschlag von Eiweifstoffen absetzt. Wurden die 
Adsorptionsmethoden auf eine solche Fermentlésung angewandt, so 


27 * 
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stellte sich heraus, dab die Cellobiase tiberhaupt nicht adsorbiert wind. 


was uns zu der Annahme berechtigte, daB die beim Zentrifugieren 
geschiedenen EiweiBkérper zur Adsorption der Cellobiase notwendig si)\ 


30 ccm zentrifugierter Malzauszug, 10 ccm Puffer p, = || 
\, Stunde geschiittelt mit 0,15 g Metahydroxyd, abzentrifugiert wnd 
auf p,, = 5 durch Zugabe von 18 ccm Puffer p, = 2 umgestellt. 

Versuchslésungen A, B, Gesamtvolumen 50 cem: 35 cem Lichenin.- 
losung, 5cem Puffer p, = 5, 5ccm Malzauszug bzw. 10 cem Adsor. 
bendum (enthaltend 5cem Malzauszug) bei 37°. 

Versuchslésungen a, 8, Gesamtvolumen 40 ccm: 10 ccm Cellobiose- 
lésung, 5ccm Puffer p, = 5, 5cem Malzauszug baw. 10 cem Adsor- 
bendum bei 37°. 


Tabelle IV. 





T “= Ce in mg Giecese in Proz. 
A @ B p A @ B 
Oh 0 12,8 0 12.8 0 0 0 0 
24 9,2 21 7 21 40 100 30 100 
48 11,1 21 8.6 21 48 100 38 100 
96 11,4 21 11,1 21 50 100 48 100 


V. AdsorptionsversSuche in Gegenwart von Alkohol, Eiweifé 
und durch mehrmaliges Adsorbieren. 

15cem Malzauszug, 10 ccm 50 proz. Alkohol, 5ccm Puffer Py, = 8, 
1, Stunde geschiittelt mit 0,1 g Metahydroxyd, abzentrifugiert und auf 
Py =5 durch Zugabe von 5ccm Puffer Py = 2 umgestellt (1). 

20 ccm Malzauszug, 5ccm Puffer p, = 11, ‘4 Stunde geschiittelt 
mit 0,1 g Metahydroxyd, zentrifugiert ; 0,2 ccm EiereiweiBlésung hinzu- 
gegeben, ), Stunde geschiittelt mit 0,05 g Metahydroxyd, zentrifugiert 
und mit 9ccm Puffer Py = 2 auf Py =5 umgestellt (2). 

20 ccm Malzauszug, 5ccm Puffer p,, = 11, 1% Stunde geschiittelt 
mit 0,1 g Metahydroxyd, dann dreimal je eine ' Stunde mit je 0,05 ¢ 
Metahydroxyd geschiittelt und zentrifugiert; durch Zugabe von 9 ccm 
Puffer p,, = 2 auf p, = 5 umgestellt (3). 

Versuchslésungen A, B, C, D, Gesamtvolumen 50 ccm: 25 ccm 
Licheninlésung, 5ccm Puffer p, = 5, 5ccm Malzauszug bzw. 12 ccm 
Adsorbendum 1, oder 8,5 ccm Adsorbendum 2, oder 8,5 cem Adsor- 
bendum 3 (enthaltend 5ccm Malzauszug) bei 37°. 

Versuchslésungen a, 8, y, 6, Gesamtvolumen 40 ccm: 10 ccm 
Cellobioselésung, 5 cem Puffer p, = 5, 5ecem Malzauszug baw. 12 ccm 
Adsorbendum 1, oder 8,5cem Adsorbendum 2, oder 8,5ccm Adsor- 
bendum 3 bei 37°. 
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Tabelle V. 
Cu in mg Glucose in Proz 
A |e B 3 c | } D é 2 | a Bip ic! 7 py 4 
Oh 0,124 0 |14 9 124.0 | 124) 0 0; 0,;0— 0|— 0 
24 6 17 38/185 51 15,9 48/162) 38 100;/24;75 — 76\/— 8&3 
48 8 17 38/185 64 17 64/17 |50 100 24/75 — 100 — 100 


*) Nicht berechenbar, siehe Seite 416, da CellobiosesSpaltung nicht bis zu 100 Proz. 
VI. Kombinierte Adsorption bei py ll und py 3. 

100 com Maizauszug, 10 ccm Puffer p,, = 11, '% Stunde mit 0,5 ¢ 
Metahydroxyd geschiittelt, zentrifugiert, durch Zugabe von 18 ccm 
Puffer py =2 und 10ccm Puffer p, =3 auf py =3 umgestellt, 
nochmals mit 0,6g Metahydroxyd 2% bis 3 Stunden geschiittelt, 
zentrifugiert und durch Zugabe von 10 ccm Puffer py = 7 auf py = 5 
umgestellt. 

a) Versuchslésungen A, B, Gesamtvolumen 50 cem: 25 ccm 
Licheninlésung, 5cem Puffer py = 5, 5cem Malzauszug bzw. 7,5 ccm 
Adsorbendum, enthaltend 5ccm Malzauszug, bei 37°. 

Versuchslésungen a, 8, Gesamtvolumen 40 ccm: 10 cem Cellobiose- 
lisung, 5cem Puffer py = 5, 5eem Malzauszug bzw. 7,5cem Ad- 
sorbendum bei 37°. Tabelie VI. 


Titration mit je 5cem nach Bertrand. 





r Cu in mg in Proz. 
r a k @ | 4) | @) | BY 3 
Oh 0 12.4 0 12,4 0 0 0 0 
24 6 17 2,9 12,4 38 100 32 0 
48 8 17 2,9 12,4 50 100 32 0 


*) Glucose in Proz. *%) Cellobiose in Proz. 

b) Spaltversuch mit gréBerer Fermentmenge. 

Versuchslésung A, Gesamtvolumen 50 ccm: 25cem_ Lichenin- 
lisung, 5cem Puffer p, = 5, 20cem Adsorbendum bei 37°. 

Versuchslésung a, Gesamtvolumen 40 cem: l0cem Cellobiose- 
lisung, 5cem Puffer p, = 5, 20cem Adsorbendum bei 37°. 

Versuchslésung B, Gesamtvolumen 30ccm: 102 mg Cellosan, 
5eem Puffer py = 5, 20cem Adsorbendum bei 37°. 





Tabelle VII. 
Titration mit je 5eem nach Bertrand. 
r Cu in mg Cellobiose in Proz 
a i : a a B A a ; B 
oh 0 20,1 0 0 0 0 
24 5,7 20,1 13,1 54 0 50 
48 7,6 20,1 15,7 84 0 61 
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c) Versuchslésung A, Gesamtvolumen 50 ccm: 25 ccm 1 proz 
Licheninlésung, 5ccm Puffer py, = 5, 20 ccm Adsorbendum bei 37° 

Versuchslésung B, Gesamtvolumen 40 cem: 0,4 g Cellosan, 5 cen 
Puffer p, = 5, 20cem Adsorbendum bei 37°. 





Tabelle VIII. 
Cu in mg Cellobiose in Proz. 
T - . 
A B A B 
Ob 0 0 0 0 
24 15,3 10,6 42 13,5 
48 21,0 15,0 54 20 
96 _ 24,3 — 31 


Drehung: Aus dem Ergebnis des Versuchs A berechnet sich div 
Konzentration der Cellobiose nach einer 48stiindigen Spaltung zu 
54 Proz. Die Drehung im 1-dm-Rohr wurde zu a = + 0,29° gefunden 
+ 0,239. 2 


Davon entfallen auf die Eigendrehung des Ferments 


0 
= + 0,09°, somit auf die Drehung der gebildeten Cellobiose 0,29° — 0,09 
= + 0,20°. 
4- 0,20° . 100 
{a}? = 54 = + 3P. 
Aus dem Ergebnis des Versuchs B berechnet sich die Konzentration 
der Cellobiose nach einer 96stiindigen Spaltung zu 31 Proz. Die Drehung 


im l-dm-Rohr wurde zu a = + 0,26° + 0,01° gefunden. Davon ent- 


+ 0,20° .3 
fallen auf die Eigendrehung des Ferments = + 0,15 
somit auf die Drehung der gebildeten Cellobiose + 0,26° — 0,15) 
= + 0,11°+ 0,01° 
0,11° . 100 
[a] = 31 = + 35,5°. 


d) Vergleich des Verlaufs der Spaltungen von Lichenin, Lichosa 
und Cellosan. 

Versuchslésung A, Gesamtvolumen 50cem: 25cem Lichenin 
lésung, 5ccm Puffer py, = 5, 12,5cem Adsorbendum (enthaltend 
10 ccm Malzauszug) bei 37°. 

Versuchslisung B, Gesamtvolumen 50 ccm: 77,2 mg Lichosan 
5ccem Puffer py, = 5, 12,5cem Adsorbendum bei 37°. 

Versuchslisung C, Gesamtvolumen 50ccem: 77,9 mg_ Cellosan, 
5cem Puffer p, = 5, 12,5ccem Adsorbendum bei 37°. 
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Tabelle IX. 





Z 
=( Titration mit je 5cecem nach Bertrand. 
n T Cu in mg Cellobiose in Proz 
A B ( A : B Cc 
Oh 0 0 0 0 0 0 
4 3,2 3,5 1,0 29,3 27,1 84 
24 6,4 5,7 2,9 58,6 43.5 24 
48 6,4 5,7 2,9 58,6 435 24 
Vil. Adsorptionsversuche der fraktionierten Lichenase. 
100 ccm Malzauszug, 10 ccm Puffer p, = 11, 44 Stunde geschiittelt 
mit 0,5 g Metahydroxyd, zentrifugiert, durch Zugabe von 18 ccm Puffer 
Py = 2 und 10cem Puffer py = 3 auf py = 3 umgestellt, 244 Stunden 
geschiittelt mit 0,6 g Metahydroxyd, zentrifugiert, dazu mit 3,3. ccm Puffer 
i Dy = 1 auf py = 2 umgestellt, nochmals 1, Stunde mit 0,4g Meta- 


hydroxyd geschiittelt, mit 10 cem Puffer p,, = 8 auf p,, = 5 umgestellt. 

Das Adsorbat mit 5ccm Puffer p,, = 6,5 und 10 cem H, 0 eluiert. 
Versuchslésungen A, B, C, Gesamtvolumen 50cem: 25 ccm 
Licheninlésung, 5 ccm Puffer p,, = 5, 5ccm Malzauszug baw. 7,5 ecm 
Adsorbendum oder 5ccm Eluat bei 37°. 

Versuchslésungen a, 8, y, Gesamtvolumen 40 ccm: 10 cem Cello- 
bioselésung, 5 ccm Puffer Py = 5, 5éem Malzauszug bzw. 7,5 cem Ad- 
sorbendum oder 5ccm Eluat bei 37°. 





, Tabelle X. 

; Titration mit je 5cem nach Bertrand, 
T Cu in mg In Proz. 

) Cea a & we Ber A a) B™)| B c ) 
0b 0 0 0 12 0 12 0 0 0 0 0 0 
2 | 0,95 | 12,7) 0 12 0 12 6 33 0 0 0 0 
24 =#15.7 |17 16 12 0 12 35 | 100/| 14 0 0 0 
48 7,6 (17 25 | 12 | 0 12 47 100| 21 0 0 0 


*) Glucose in Proz. *°*) Cellobiose in Proz. 


Wir danken der Justus Liebig-Gesellschaft fiir die Gewihrung 
eines Stipendiums an den einen von uns (Arthur Beiser), das uns die 
Durchfiihrung der Versuche erméglichte. 








Resorptionsversuche am isolierten iiberlebenden Darm. 


III. Mitteilung: 
Der Einflu8 von Saponin auf die Resorption von Zuckerlésungen, 


Von 
Fritz Lasch und Siegmund Briigel. 
(Aus der biologischen Abteilung des pharmakognostischen Instituts cer 
Wiener Universitat.) 
(Eingegangen am 6. April 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Ausgehend von den Untersuchungen Koflers und Kaureks!), da! 
Saponine bei peroraler Verabreichung auf die Resorption von Stro. 
phanthin und Digitoxin einen férdernden EinfluB haben, wurde i) 
zwei friiheren Mitteilungen in dieser Zeitschrift von einem von uns ein 
resorptionsférdernder EinfluB von Saponinum purum albissimum Vere! 
auf die Resorption von Calcium am isolierten iiberlebenden Darm 
nach einer neuen Methode festgestellt®). Es konnte durch Zusatz vo 
geringen Dosen Saponin um rund 70 bis 180 Proz. mehr Calcium aus 
der Innenfliissigkeit des Darms zum Verschwinden gebracht werden 
als okne Saponinzusatz. 

In vorliegender Mitteilung sollte nun weiter untersucht werden, 
wie sich kérpereigene organische Substanzen in dieser Hinsicht verhalten 
Zu diesem Zwecke wurde der Traubenzucker als methodisch leicht 
verfolgbare Substanz gewahlt. Wir verwendeten ausschlieBlich chemisch 
reinen Traubenzucker (Kahlbaum) fiir unsere Versuche. Als Saponin 
nahmen wir auch diesmal Saponinum purum albissimum Merck mit 
dem hamolytischen Index 1: 20000. Die Zuckerlésung wurde jeweils 
frisch mit destilliertem Wasser hergestellt, ebenso erfolgte der Saponin- 
zusatz unmittelbar vor dem Versuch. Den Zuckergehalt der Lésungen 
bestimmten wir mittels des Reduktionsverfahrens nach der neuen 
Methode von J. Bang*). Von der zu untersuchenden Versuchslisung 
wurde stets lccm mittels Vollpipette in einen geeichten MeBkolben 
gebracht und auf 200 ccm mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Die 
Zuckerbestimmungen erfolgten in diesen Lésungen und sind alle Werte 
in den Tabellen und Kurven auf diese Verdiinnung (1: 200) zu beziehen 
Die gefundenen Zahlen sind stets Mittelwerte aus mindestens sieben 
gut tibereinstimmenden Parallelanalysen. Es wurde naturgemaB der 


') Kofler und Kaurek, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 109, 362, 1925 

2) Lasch, diese Zeitschr. 169, H. 4/6, S. 292, 1926. 

8) Ivar Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung. I. F. Bergmann, 
1922. 
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Anfangsgehalt des Zuckers in den Lésungen mit und ohne Saponin 
jeweils festgestellt. Die Traubenzuckerlésungen waren 4,91 proz. und 
der verwendeten Ringerlésung, in der das Darmstiick wihrend des 
Versuchs suspendiert war, isoton. Diese Isotonie wurde mit der Gefrier- 
punktserniedrigung durch den Beckmannschen Apparat jeweils kon- 
trolliert. Der py-Gehalt der Versuchsfliissigkeit war stets der gleiche. 
Er betrug bei allen Versuchen 7,0. Seine Feststellung erfolgte durch 
die kolorimetrische Methode mit der Indikatorenreihe nach L. Michaelis. 
Als AuBenfliissigkeit des untersuchten Darms verwendeten wir eine 
tingerlésung von folgender Zusammensetzung: NaHCO, = 0,03proz., 
CaCl, = 0,024 proz., KC] = 0,042 proz., NaCl = 0,9proz. Thr py-Gehalt 
betrug 7,3. Auf die EiweiBfreiheit der Zuckerlésung nach dem Versuch 
wurde stets gepriift (Trichloressigsaure, Sulfosalicylsiure, Kochprobe 
mit Essigsiure). Die Reaktion war bei samtlichen Versuchen negativ. 
Als Versuchstiere verwendeten wir Meerschweinchen von 300 bis 
600 g Gewicht, die wir durch Entbluten aus der Carotis téteten. Wir 
nahmen ausschlieBlich Darmstiicke des Jejunums und obersten [leums. 


Die Versuchsmethodik war der in der friiheren Mitteilung angegebenen 
Anordnung vollkommen gleich'). Es wurden stets nacheinander Vergleichs- 
versuche in der Weise angestellt, daB an ein und demselben Darm die Zucker- 
lésung allein und dann die Zuckerlésung unter Saponinzusatz zur Resorption 
gelangte. Es wurde der Zuckergehalt vor Beginn der Versuche bestimmt, 
die Lésung ins Lumen des Darms einlaufen und bei honstantem Druck im 
Innern belassen; dann wurde sie méglichst quantitativ abgesaugt und der 
Zuckergehalt neuerlich festgestellt. Aus der Differenz auBerhalb der Fehler- 
grenzen der Zuckerbestimmungsmethode (+ 5 Proz.) konnte auf das 
Verschwinden von Zucker aus der Innenfliissigkeit des Darms wahrend der 
Versuchszeit geschlossen werden, und dieses wurde unter gewissen in der 
I. Mitteilung genau angegebenen VorsichtsmaBregeln als Resorption auf- 
gefaBt. Der Vergleichsversuch mit Saponin wurde unter vollkommen 
gleichen Bedingungen (Zeit, Temperatur, Druck, Fliissigkeitsmenge) an 
demselben Darm wiederholt. Verschwand unter Saponinzusatz bei sonst 
ganz gleichen Versuchsbedingungen und Kontrollversuchen, auf die spater 
genauer eingegangen werden soll, mehr Zucker als ohne Saponin, so diirfte 
dies mit ziemlicher Sicherheit auf eine resorptionsférdernde Wirkung dieser 
Substanz zuriickzufiihren sein. Die Lebensfahigkeit des Darms wurde 
fortlaufend durch Aufzeichnung seiner Pendelbewegungen am Kymographion 
festgestellt. Eine Beeinflussung der muskularen Tatigkeit des Darms durch 
die in unseren Versuchen gebrauchten Saponinmengen konnten wir nicht 
beobachten. Die Ringerlésung wurde stets vor und namentlich nach dem 
Versuch qualitativ mit Fehling auf Zucker untersucht, in der Annahme, 
da8 die in der Innenfliissigkeit verschwundene Zuckerlésung aus der Darm- 
wand in die AuBenfliissigkeit diffundieren kénnte. Es konnte jedoch in 
keinem Versuch auch nur spurenweise eine Reduktion durch die Ringerlésung 
festgestellt werden. 

Nachstehend seien die Versuchsresultate vorerst tabellarisch kurz 
wiedergegeben : 


1) Lasch, 1. ¢. 
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Aus Tabelle I ist klar zu ersehen, da8 unter dem Einflu8 von Saponinum 
purum albissimum Merck beisonst vollkommen gleichen Versuchsbedingungen 
(gleicher Anfangsgehalt der Lésungen an Zucker, Zeit, Druck, Temperatur) 
in allen Versuchen mehr Zucker resorbiert wurde als ohne Saponin. Die 
Menge des sowohl mit als auch ohne Saponin verschwundenen Zuckers 
ist wohl abhangig von individuellen Schwankungen der Darmverhiltnisse 
der verschiedenen Versuchstiere, ist jedoch namentlich bei Saponinzusatz 
gut mit der Versuchsdauer in Beziehung zu bringen; und zwar JABt sich im 
allgemeinen feststellen, je langer die Versuchsdauer, desto gréBer die Re- 
sorption. Die gleiche Tatsache wurde auch bereits bei der Feststellung der 
Férderung der Resorption des Calciums durch Saponin gemacht. Es konnte 
auch in vorliegenden Versuchen die Tatsache bestatigt werden, daB die 
optimale Versuchszeit bei zwei Parallelversuchen etwa 100 Minuten betragt 
und bei Uberschreitung dieser Zeit keine bessere Resorption zu erzielen 
ist, im Gegenteil dieselbe wieder abnimmt, wohl weil die funktionelle Tatig- 
keit der Darmschleimhaut trotz méglichst physiologischer Bedingungen 
nicht mehr ibre volle Tatigkeit entfalten kann. Nachstehend mdédge eine 
graphische Darstellung den Einflu8B der Versuchsdauer auf die Resorption 
veranschaulichen; in derselben sind die Mittelwerte des resorbierten Zuckers 
in Prozenten des Anfangsgehaltes der Lésung an Zucker aus jeweils gleich 
lang dauernden Versuchen dargestellt. 




















Tabelle II. 
J Mittelwerte des resorbierten Zuckers in Proz 
Zeit in des Anfangsgehalts der Lésung 
Minuten a eeneenennen a 
obne Saponin mit Saponin 
‘ 
15 0.76 15,0 
30 6,75 21,5 
60 200 23.5 
90 08 33,0 
100 11,9 53,0 
130 18,0 39,0 
135 10,0 29.0 
two + + seiintell 
>» Os See wee 
Ce le os 
: 
30 + + - + — _~s 
8 | | an 
& 20) ——— >. an 4 —— | 
-~ | 
90}—-——+ +» —__—_+4- 4 - 
is 30 60 
Abb. 1. 


Aus obiger Abbildung ersieht man deutlich, da8 einerseits unter Saponin- 
zusatz eine deutliche, sehr starke Resorption des Zuckers gegeniiber der 
Zuckerlésung allein stattfindet, andererseits die GréBe der Resorption 
bis zur Versuchsdauer von 100 Minuten im direkt proportionalen Verhaltnis 
zur Versuchsdauer steht; von da an fallt sie wieder ab. Die Kurve der 
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Resorption der Zuckerlésung ohne Saponin weist wohl ziemlich starke, 
individuelle Schwankungen auf, doch lauft auch sie im allgemeinen «er 
Saponinkurve parallel. 

Es wurden nun, um durch etwaige Mangel der Methodik bedingte 
Fehlerquellen aufzudecken, die die Zuverlassigkeit obiger Resultate be. 
eintrachtigen kénnten, eine Anzahl von Kontrollversuchen vorgenommen 

Es kénnte der Einwand gemacht werden, daB beider Versuchsanordnung, 
bei der zuerst die Zuckerlésung allein und dann die Zuckerlésung mit Saponin. 
zusatz zur Resorption gelangte, bei einer etwas langeren Versuchsdauer 
die funktionelle Tatigkeit der Darmschleimhaut trotz der méglichst physio 
logischen Bedingungen bereits Schadigungen erfahre und sich in einer 
starkeren Zuckerabnahme im Darminnern bemerkbar machen. Es wurde 
deshalb eine ganze Reihe von Untersuchungen von gleicher Dauer angeste!|t, 
bei welchen erst Zucker allein und dann Zucker mit Saponin, an einem 
anderen Darm zuerst Zucker und Saponin und dann Zucker allein zur 
Resorption gelangte. Auch hier mége eine kurze Tabelle (IIT) Ubersicht 
gewahren. 

Tabelle III. 





Zuckergehalt Zusammensetzung der 
Vateniinne || Vesna in mg pro ccm Differenz in yey. | LOsung. Z = 4,91 proz 
saateniniey a ——- — Proz. der d Ef » be Zuckerlésung, 
vorher | nechher || “mfangsideung | “**°* t/ $= 0,25 mag Sepentn pr 
la 100 0,276 | 0,132 52,0 7,0 Z+S8S 
b 100 0,276 | 0,239 13,5 7,0 Z 
Ila 100 0,210 | 0,182 10,3 7,0 Z 
b 100 0,210 | 0,115 54,0 7,0 Z+S 


Die Zusaramenfassung zeigt, daB einerseits bei den gewahlten Versuchs 
‘zeiten die funktionelle Tatigkeit der Darmschleimhaut innerhalb gewisser 
Grenzen konstant bleibt, andererseits daB durch die angewandte Saponin- 
menge (0,25mg pro Kubikzentimeter) keine nachhaltige anatomische 
und funktionelle Schadigung der Darmschleimhaut erfolgt, da die Zucker. 
resorption aus reinen Zuckerlésungen in beiden Versuchen anniahernd die 
gleiche ist. 

Weitere Kontrollversuche wurden vorgenommen, um zu priifen, ob 
die funktionelle Tatigkeit der Darmschleimhaut wahrend einer gewissen 
Zeit konstant bleibe. Zu diesem Zwecke wurde die Resorption von ein 
und derselben Zuckerlésung an demselben Darm an zwei hintereinander 
laufenden Versuchen verfolgt. 





Tabelle IV. 

ei. st Zuckergehalt 

£ s 2@s der Lésungen Differenz (resorbiert 
& a8 . 3 in mg pro ccm 

3 3 1 Druck im Gesamt- P 3 ee =a ea —— 

& £6 \Darminnern ™e™se der Gehalt c=5 ie Boos. d 
4/35 i: an Fliissigkeit dere FES Anlengs: 
3 | 2 ” incom selben' ge i in mg ehalts der 
28 Se vorher nacbher araane ehalts de 
So |\> 2°-N pr sung a! 
? xs Zucker 

60 52 1,8 70! Z 0,217 0,193 0,024 1] 

11 60) 652 1,9 7,0 Z | 0217 0,196 0,021 10 
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Auch dieser Versuch zeigt, daB die funktionelle Tatigkeit der Darm- 
schleimhaut auch bei langerer Versuchsdauer an ein und demselben Darm 
lie gleiche ist. 

Zusammenfassend zeigen die hier mitgeteilten Versuche, dab 
Saponinum purum albissimum Merck auf blutisotonische Trauben- 
zuckerlésungen einen deutlichen resorptionsférdernden EinfluB ausiibt. 
Die GréBe der Resorption steht bis zu einer Versuchsdauer von etwa 
1) Minuten im direkten proportionalen Verhaltnis zur Versuchsdauer 
und nimmt dann wieder ab. Es verschwinden ohne Saponinzusatz je 
nach der Versuchsdauer 0,75 bis 18 Proz. des Anfangsgehaltes an Zucker, 
mit Saponin jedoch 14 bis 53 Proz. (Mittelwerte). Diese Versuchs- 
ergebnisse lassen weiterhin mit groBer Wahrscheinlichkeit den SchluB 
zu, daB Saponine einen betrachtlichen resorptionsférdernden Einflub 
besitzen, wie es schon von Kofler und Kaurek*) fiir Strophanthin und 
Digitoxin und dem einen von uns fiir Calcium festgestellt wurde *). 
In weiteren Untersuchungen sollen nun diese Eigenschaften der Sapo- 
nine fiir die perorale Therapie, namentlich von schwer resorbierbaren 
Substanzen, herangezogen werden. Versuche am Tiere sind bereits 
im Gange. 


1) Kofler und Kaurek, 1. c. 
®) Lasch, |. c. 











Beitrige zum Mendel-Goldscheiderschen Blutmilchsaure- 
bestimmungsverfahren. 


Von 


Mareell Vas und Alexander Lang. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Eingegangen am 6. April 1926.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die neueren Forschungen haben in Verbindung mit der Milchsaure 
manche Probleme aufgeworfen, deren Lésung nur aus dem Grunde 
nicht méglich war, weil bisher keine Methoden bekannt waren, mit 
deren Hilfe die Milchsiure schnel! zu bestimmen gewesen wire. Die 
ailteren Methoden, sowohl die gravimetrischen wie auch die titri- 
metrischen, waren einesteils langwierig, anderenteils erforderten sie 
die Entnahme von viel Blut. Zu serienweisen Bestimmungen eignet 
sich aber nur eine Methode, die médglichst schnell und einfach mit 
Verwendung von geringen Blutmengen auszufiihren ist. Von diesem 
Standpunkte aus kommen in erster Reihe die kolorimetrischen Bestim- 
mungen in Erwigung, mit denen es in den letzten Jahren gelungen ist, 
einen hohen Grad der Genauigkeit zu erreichen. Weiterhin sind geringe 
Blutmengen zur Ausfiihrung derselben ausreichend und das Arbeiten 
ist deshalb ein recht schnelles; diese Methoden eignen sich also sehr 
gut zu serienweisen Bestizramungen. 

Zur kolorimetrischen Bestimmung der Milchsiure sind zwei 
Methoden bekannt; die Methode von Harrop und die nach Mendel- 
Goldscheider. Die erstgenannte Methode konnte sich nicht geniigend 
verbreiten; iibrigens — wie dies Mondschein (1) beweisen konnte — 
bindet bei diesem Verfahren der durch das Aufkochen entstehende 
EiweiBniederschlag viel Milchsaure. 

Als sehr zweckentsprechend kann man dagegen das vor kurzem 
veréffentlichte Verfahren nach Mendel-Goldscheider (2) betrachten. 
Dieses Verfahren wird folgenderweise ausgefiihrt: 
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l1ecem Blut wird mit 6 ccm destilliertem Wasser hamolysiert, die mit 
leem 5proz. Metaphosphorséure ausgefallten EiweiSe abfiltriert. Zur 
Entfernung der Kohlehydrate werden zu 4ccm des Filtrats 1 cem 50proz. 
Kupfersulfatlésung und 1g Calciumhydroxyd zugefiigt, 30 Minuten lang 
stehengelassen, sodann zentrifugiert. Aus der wasserklaren oberen Schicht 
entnehmen wir mittels einer Pipette 0,5 ccm und gieBen es in ein reines 
Zentrifugierrohr, geben 3 ccm Schwefelséure zu und kochen es 4 Minuten 
lang. Nach weiteren 2 Minuten fiigen wir 0,l ccm Veratrol-(dimethyl- 
ither-)lésung zu und untersuchen nach 20 Minuten die entstehende Rot- 
farbung im Kolorimeter. 


Im folgenden wollen wir iiber unsere beim Arbeiten mit der Methode 
Mendel-Goldscheider gewonnenen Erfahrungen berichten. Dieselben 
beweisen, daB diese Methode als ein sowohl klinisch wie auch 
physiologisch gut anwendbares und _ verlaBliches Verfahren zu 
bezeichnen ist. 

1. Blutentnahme. Die Muskeltatigkeit erhébt die Menge der 
Milchsiure im Blute (3). Zur Sicherung der vollkommenen Un- 
beweglichkeit ist es ratsam, das Versuchstier in einem engen 
Kafig zu halten. 

2. Zur Entfernung der Eiweibe ist 5proz. Metaphosphorsiure 
geeignet, bei Anwendung von verdiinnteren Lésungen ist die 
Fillung unvollkommen. Nachteilig ist, daB die Auflésung der 
Metaphosphorsaiure viel Zeit erfordert. Zum Filtrieren verwendet 
man ein gehartetes Filter, da en gewéhnliches Filter viel EiweiB 
durchlaBt. 

3. Kupfersulfat und Calciumhydroxyd sind zur Entfernung der 
Kohlehydrate bei niedriger Zuckerkonzentration anwendbar, also 
auch fiir Blut geeignet. Die Mischung (Filtrat —Kupfersulfat —Calcium- 
hydroxyd) muB 30 Minuten stehen. Nach unseren Erfahrungen ist 
kiirzere Zeit zur vollkommenen Fallung nicht geniigend. 

4. Die Umwandlung der Milchsiure in Acetaldehyd geschieht 
durch Aufkochen mit konzentrierter Schwefelsiure. Das Erhitzen 
hat auf dem Wasserbade durch gleichmaBiges und intensives Kochen 
zu geschehen. Wichtig ist es, daB in dem zum Erhitzen verwendeten 
GefiB die Fliissigkeit héher stehe als in dem Zentrifugierrohr. Im 
entgegengesetzten Falle scheint die Umwandlung nicht vollkommen 
stattzufinden, da wir eine schwichere Farbung bekommen. Nach 
Zufiigen des zur Ausfiihrung der Fairbungsreaktion dienenden Veratrols 
ist die Fliissigkeit kraftig durchzuschiitteln, damit die Vermengung 
des Veratrols eine vollkommene sei. 


Die entstehende Fiarbung ist nach piinktlich 20 Minuten im 
Autenriethschen Kolorimeter zu untersuchen, da die Farbung sich 
wihrend des Stehens verstirkt und von Rosenrot ins Gelbe spielt. 
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Die Farbung wird nicht nur von der Konzentration des Veratr«|s, 
sondern auch von der der Schwefelsiure beeinfluBt. Wir haben auc] 
mit Schwefelsiure von niedrigerer Konzentration (75 Proz.) Versuch: 
angestellt und gefunden, daB die Fiarbung, die nach Zugabe vor 
0,125proz. Veratrol. auftrat, gelblich gewesen ist, wahrend bei An. 
wendung von Schwefelsiure in der von Mendel-Goldscheider vor. 
geschriebenen Konzentration Rosenrot die vorherrschende Farbe war 
Bildung von Aldehyden hat also auch in diesem Falle stattgefunden, 
obzwar die Konzentration der Fliissigkeit (0,5cem Calciumlactat 
+ 3cem H,SO,) nur 64,28 Proz. betrug; es hat sich aber 40 Proz 
weniger Aldehyd gebildet als bei Anwendung von Kahlbaumscher 
Schwefelsiure. In beiden Fallen haben wir Veratrol von gleich hoher 
Konzentration angewendet, der Ton der Farbung hangt also auch 
von der Konzentration der Schwefelsiure ab. 

Den Keil konnten wir aus sehr verdiinntem Carbolfuchsin und 
1 bis 2 Tropfen stark verdiinntem Orange G leicht herstellen. Zum 
Kalibrieren des Keils ist es ratsam, ein leicht lésliches milchsaures Salz 
zu verwenden. Zu diesem Zwecke eignet sich besonders das milchsaure 
Calcium, da dasselhe in 12,4 Gewichtsteilen kalten, noch leichter warmen 
Wassers leicht léslich ist. Das Kalibrieren ist mit Verwendung von 
0,5ccem solcher milchsauren Calciumlésungen geschehen, deren Kon. 
zentration den voraussichtlichen Blutmilchsiurewerten entsprechend 
war, mit Beriicksichtigung der zehnfachen Verdiinnung des Blutes. 


Die Gestalt des Kalibrations- 












































= diagramms stellt, von der Rege! 
4) abweichend, nicht die Form einer 
30 geraden Linie, sondern die einer 
20 Parabel dar. Hieraus ist er- 
101 hao sichtlich, daB zwischen der Skala 
5 L. | | | und der Konzentration kein ein- 
Go” W 72g 9 Milehsure 60 90 1700 faches Verhiltnis besteht. 
Abb. 1. Die Versuchsfehler sind ver- 


haltnismaBig gering; bei Aus- 
fiihrung von parallelen Bestimmungen nicht nur mit 1 cem, sondern auch 
0,5 ccm Blut war beim Ablesen der Ergebnisse keine 11 Skalenstriche 
iibersteigende Abweichung zu verzeichnen, was, auf Milchsaure bezogen, 
nicht ganz 12 Proz. entspricht; dieser hohe Prozentsatz wurde aber 
bei niedriger Milchsiurekonzentration erreicht. 


Bei Bestimmung von Lésungen mit bekannter Konzentration 
wiesen die Ergebnisse héchstens 5 Proz. Abweichung vom tatsichlichen 
Werte auf. Dieser Fehler iibersteigt nicht nennenswert die Fehler- 
grenze der iibrigen kolorimetrischen Methoden. 
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Zusammenfassung. 

Das Mendel-Goldscheidersche Blutmilchsiurebestimmungsverfahren 
st sowohl vom physiologischen wie auch klinischen Standpunkte aus 
iis gut anwendbare Methode zu bezeichnen. Diese Ansicht wird be- 
griundet : 

1. Die Verwendung von 1, sogar 0.5cem Blut ist ausreichend ; 

2. die Bestimmung erfordert nicht mehr als 1!, bis 1!. Stunden 
Arbeitszeit ; 

3. die Versuchsfehlergrenze ist verhaltnismaBig niedrig (5 bis 


10 Proz.). 


Literatur. 
1) Mondschein, diese Zeitschr. 42, 1912. 2) Mendel und Goldscheider 
yendaselbst 164, 1925. 3) Dieselbe rn. Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 6. 
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Uber die Wirkung yon Blausiureithylester (Athylearbylamin) 
auf die Pasteursche Reaktion. 


Otto Warburg. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem. 


(Eingegangen am 8. April 1926.) 


Wie Shigeru Toda vor kurzem gezeigt hat'), hemmt Blausiiure. 
iithylester ahnlich wie freie Blausiure eine Reihe von Schwermetall!- 
katalysen, so die Oxydation des Cysteins zu Cystin in wiisseriger 
Lésung, die Oxydation der Fructose in Phosphatlésung und die Oxy. 
dation des Leucins an Himinkohle. Die der freien Blausiure und deren 
Ester gemeinsame Eigenschaft, mit Schwermetallen komplexe Ve: 
bindungen zu bilden, ist die gemeinsame Ursache dieser Hemmungen 

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, in welche: 
Weise Blausiiureithylester auf chemische Vorginge in Zellen wirkt 

Sie zerfallt in folgende Abschnitte: 

. Die Wirkung des Blausiureithylesters auf die Atmung 
. Die Wirkung des Blausiéureithylesters auf die Kohlensiiwr 


. Die Wirkung des Blausiureiithylesters auf die anaeroly 
Die Wirkung des Blausiureithylesters auf die Pasteurscl 
Spezifische Wirkung des Blausiureathylesters. 
Irreversible Hemmungen der Pasteurschen 


Wirkung der freien Blausiure auf die Pasteursche Reaktion 
VILL. Protokolle. 


Fiir alle Versuche wurde Kahlbaums Athylearbylamin benutzt 
befreit worden war. Ich weise hier nochmals darauf hin, daB die nach 


!) Diese Zeitschr. 172, 17, 





us 
At 


nn 


Be 


der 


mi 











O. Warburg: Wirkung von Blausaureathylester usw. 133 


Gautier dargestellten Blausiureester betrachtliche Mengen an freier 

Blausaure enthalten, und da es nicht gelingt, die Blausiiure durch 

fraktionierte Destillation zu entfernen, ein Umstand, der bisher bei 
logischen Versuchen mit Blausiureestern nicht beachtet wurde 


I. Die Wirkung des Blausiureiithylesters auf die Atmune. 


Als Versuchsmaterial dienten Rattengewebe, und zwar Leber, 
Niere, Hoden, Embryo und Jensensarkom. Die Methode der Stoff- 
vechselmessung findet man in friiheren Arbeiten beschriehen'). Die 
Suspensionsfliissigkeit war Ringerlésung, die pro Liter 2g Glucose 
md 2,5.107-2 Mole Bicarbonat enthielt. Sie war mit 5 Vol.-Proz. 
Kohlensiure (in Sauerstoff) gesittigt. Die Versuchstemperatur waz 
37.5", py etwa 7,4. 

Das Ergebnis der Messungen stelle ich in der folgenden Tabelle 
zusammen: 

(Protokolle Abschnitt VIII.) 





Konzentration Gesamt- 


. Atmun ; ‘ Glykolyse 
Nr Gewebe des Blausaure- O & sbeeehieung 002: 0°:_o 
Athylesters €Or Os 2 uM cs <O 
' Leber 0 10.4 lo 0 
: , 10-8 n 11,2 11.8 06 
. 0 23,7 23.6 ‘ 0 
») N -~, ~~. 
« aviere = . ” 
10-*n 25.7 31,7 6.0 
9 0 114 17.0 5.6 
3 Hoden 10-3 119 196 8 4 
{ Em! v0 13.6 18.9 D3 
smory 92 ~ o< 
_ 10-8 n 13,6 25,8 12,2 
, , 0 13,2 32.2 19.0 
5 Jensensarkom 2'o - ‘ 
— 10-8 n 13.8 15.4 31.6 


Betrachten wir die Atmungswerte der Tabelle, so zeigt sich, daB 
10> 3n Blausiureester die Atmung nicht hemmt. Eher kénnte man 
us den angefiihrten Zahlen auf eine geringfiigige Beschleunigung der 
Atmung schlieBen, doch liegen die beobachteten Beschleunigungen 
innerhalb der Grenzen der methodischen Fehler. 

Freie Blausiiure in 10~-3n Lésung hemmt unter sonst gleichen 
Bedingungen die Atmung der fiinf untersuchten Gewebe fast voll- 
stindig?). Das Schwermetall des Atmungsferments reagiert also mit 
der freien Blausiiure, nicht aber mit dem Athylester. 

Da das Schwermetall der von Toda untersuchten Modelle sowohl! 
mit der freien Blausiiure als auch mit dem Athylester in 10~4 n Lésung 


') Diese Zeitschr. 142, 51, 1924; 164, 481, 1925. 
“) Vel. diese Zeitschr. 152, 309, 1924 sowie Protokoll 2 dieser Arbeit. 
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reagiert, so ist zu schlieBen, daB sich das Schwermetall des Atmu 
ferments nach Natur oder Bindung von dem Schwermetal!l der Mod 
unterscheidet. 

Was die erste Méglichkeit anbetrifft, so kénnte man an Man: 
denken. Dazu wiirde stimmen, daB die katalytische Oxydation ; 
Cysteins durch Mangan, wie ich beobachtet habe, von 107-3n B 
siureathylester nicht gehemmt wird. Doch wird die Mangankatalys« 
Gegensatz zur Zeliatmung durch freie Blausiure nur wenig 
hemmt. Wahrend man also auf der einen Seite durch die Mang 
hypothese eine Schwierigkeit aus dem Wege schafft, tritt auf de: 
anderen Seite eine neue Schwierigkeit auf. 

Viel wahrscheinlicher ist die zweite Méglichkeit, daB die 
schiedene Reaktionsfahigkeit gegeniiber Blausiureiathylester durch ver 
schiedene Bindung desselben Metalls, naimlich des Eisens, bedingt 
Verschiedenheiten, die man sich durch Begleitstoffe hervorgerufe; 
oder elementarer vorstellen mag. Da es Eisenverbindungen gilt 
die mit der freien Blausiure, nicht aber mit dem Blausiureeste: 
reagieren, laBt sich leicht zeigen. Methimoglobin reagiert unte: 
Umschlag der Farbe von braun in kirschrot mit freier Blausiur 
nicht jedoch, wie ich beobachtet habe, mit dem Blausiureithylester 


If. Die Wirkung des Blausiureiithylesters auf die Kohlensiiureassimilation 


Ich habe die Kohlensiureassimilation von Chlorella in 10 
Blausiiureiithylester gemessen, und zwar unter Bedingungen, unter 
denen die Blackmansche Reaktion die Geschwindigkeit der Assimilatio: 
bestimmt. Unter solchen Bedingungen hemmt eine 10-3 n Lésung 
von freier Blausiiure?) die Assimilation um 95 Proz. Eine Wirkung 
des Blausiiureathylesters habe ich nicht beobachtet. Die photochemisc! 
entwickelten Sauerstoffmengen in 10~3n Blausiureithylester ware: 
ebenso gro, wie in der esterfreien Kontrolle. Der Katalysator de1 
Blackmanschen Reaktion verhalt sich also ahnlich wie das Atmungs 
ferment, er reagiert mit der freien Blauséure, aber nicht mit dem Este: 


Ill. Die Wirkung des Blausiiureiithylesters auf die anaerobe Girung. 


Ich habe die Garung von Hefezellen und von Tumorzellen 
10-*n Blausaureathylester unter anaeroben Bedingungen gemesse1 
und keinen EinfluB auf die Garung gefunden. Beispielsweise war fii 
Schnitte eines Jensensarkoms (Protokoll 6): 


1) R. Kobert, Uber Cyanmethimoglobin. Stuttgart, F. Enke, 1s!! 
*) Diese Zeitschr. 146, 488, 1924. 
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N 

Oy 

Ohne Blausadureester 26,2 
In 10-%n Blausdureester . 26,2 


Freie Blausiure wirkt in 10-3 n Lésung nach friiheren Versuchen 
f die anaerobe Garung von Tumorzellen!) gar nicht, auf die anaerobe 


CGairung von Hefezellen*) nur sehr wenig. 


IV. Wirkung des Blausiureiithylesters auf die Pasteursche Reaktion. 

Betrachtet man in der Tabelle des Abschnitts I die fiir die aerobe 
Milchsaurebildung gefundenen Werte, so fallt auf, daB sie unter dem 
KinfluB von 10-3 n Blausiureester durchweg héher als die Normalwerte 
sind. Die aerobe Milchsiiurebildung in 10~3n Blausiureester scheint 
fast so groB zu sein, wie die anaerobe Milchsiurebildung. 

In welchem MaBe dies zutrifft, laBt sich aus methodischen Griinden 
um besten priifen, wenn wir als Versuchsobjekt das stark girende 
lumorgewebe wihlen. Fiir Schnitte von Jensensarkomen bestimmte 
ch die anaerobe Milchsauregarung, die aerobe Milchsiéiuregirung, beide 
unter Normalverhaltnissen, und auBerdem die aerobe Milchsiure- 
virung in 10~3n Blausiureester, und fand (Protokoll 7) 





Anaerobe Garung Aerobe Garung . 
; Aerobe Garung in 


‘ 
10-* n Blausaureester 
yhne Blausaureester 


N o- «2 © . ©) 2 
On 27.6 Om 14.6 On 254 


ilso in der Tat die aerobe Girung in 10—7 n Blausiureester ebenso grok, 
wie die normale anaerobe Garung. Wurde der Schnitt aus der ester- 
haltigen Lésung in esterfreie Lésung iibergefiihrt, so sank die aerobe 
(Hirung auf fast den Normalwert, nimlich von 28.4 auf 16. (Protokoll 7) 
Es zeigte sich also, daB die Wirkung des Blausiaureesters reversibel war 

Da 10-3n Blausdureester weder die Atmung noch die anaerobe 
(Hirung beeinfluBt, wie in den vorhergehenden Abschnitten erértert 
so liegt offenbar eine elektive Wirkung auf die Reaktion vor, die Atmung 
und Garung verbindet. 

Bekanntlich fand Pasteur*), daB die Atmung die Girung ..hemmt* 
Brachte er Zellen, die unter anaeroben Bedingungen girten, in Sauer 
stoff, so bewirkte die nun einsetzende Atmung, dai die Garung kleiner 
wurde bzw. verschwand. Atmung und Garung sind also durch ein 
chemische Reaktion verbunden, die ich nach ihrem Entdecker ,, Pasteur 
sche Reaktion“ nenne. 

') Diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 

*) Ebendaselbst 165, 196, 1925. 

3) Bulletin de la Société chimique de Paris, 28. Juni L861, 5. 79 bis 50 
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Charakteristisch fiir die Pasteursche Reaktion ist weniger 
Garungshemmung selbst als das Verhiltnis der Garungshemmung 
Atmung, der Quotient?) 

anaerobe Garung aerobe Garung 


Atmung 


Dieser Quotient, den zuerst O. Meyerhof, fiir den Muskel, gemess 
hat, ist eine rein experimentelle GréBe, unabhaingig von jeder Theor 
und insbesondere unabhingig davon, ob die Pasteursche Reaktion 
Garungsprodukte am Entstehen verhindert oder — im Sinne der Me yer) 
schen Theorie — in einem inneren Kreislauf zum Verschwinden brinct 

Das Ergebnis dieses Abschnitts laBt sich kurz dahin zusamme1 
fassen, da} Blausiureithylester elektiv die Pasteursche Reakt 
hemmt. 10~-n Blausiureester unterbricht die zwischen Atmung w 
Garung bestehende Koppelung, der Meyerhofquotient wird Null 


V. Spezifische Wirkung des Blausiureiithylesters. 


Findet man, daB eine Substanz einen chemischen Vorgang 


der Zelle hemmt, so ist die erste Frage. ob es sich um eine wn. 


spezifische Oberflichenwirkung (Narkose) oder um eine spezifisch 
chemische Wirkung handelt. 

DaB 10-3 n Blausiureithylester nicht narkotisch wirkt, gel: 
mit groBer Wahrscheinlichkeit aus der oben mitgeteilten Tatsach 
hervor, daB der Ester in dieser Konzentration ohne Wirkung auf di 
Kohlensiureassimilation ist. Denn von allen Lebensvorgingen ist d 
Kohlensaureassimilation gegeniiber narkotisch wirkenden Substanze: 
der empfindlichste?). 

Zur Entscheidung der Frage lieB ich ein Narkoticum, das 
stirker adsorbiert wird als Blausiureithylester, auf girende Tumor 


3n Lésung einwirken. Ich wihlte Valeronitril®), dessen 


zellen in 10° 
Adsorption von Toda*) mit der Adsorption des Blausiureithylesters 
verglichen und stirker gefunden worden war. und fand fiir Schnitt: 


des Jensensarkoms: 





Ohne Valeronitril In 10-3n Valeronitril 
OW = 144 Qh? = 58 Qe = 162 Qh: = 268 


also keine Unterbrechung der Pasteurschen Reaktion, sondern 
innerhalb der Fehlergrenzen — in 10~3 n Valeronitril die gleiche Wirkun: 


') Diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 

2) Ebendaselbst 100, 230, 1919. 

%) (CH,),.CHCH,CN. Diese Substanz war nach Todas Vorsclhriit 
sowohl von Isonitril als auch von Blausaure befreit worden. 

4) Diese Zeitschr. 172. 17. 1926. 
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der Atmung auf die Garung, wie ohne Valeronitril. Der Versuch beweist. 
da die Wirkung des Blausiureathylesters, die in 10-4 n Lésung auf- 
tritt, keine narkotische, sondern eine spezifisch-chemische ist. 

Da Toda antikatalytische Wirkungen des Blausiiureithylesters 
n 10-3 n Lésung kiinstlich erzeugen konnte, indem er den Ester auf 
Schwermetallkatalysen einwirken lieB, und andere antikatalytische 
Wirkungen des Blausiéureesters nicht bekannt sind, so nehme ich an, 
da die Pasteursche Reaktion eine Schwermetallkatalyse ist. Indem 
der Blausiureathylester mit dem Metall zu einer komplexen Verbindung 
isammentritt, inaktiviert er das Metall und unterbricht so die 
Koppelung zwischen Atmung und Garung. 

Ich erwihne noch, daB man ihnliche, wenn auch nicht so 
schlagende Versuche anstellen kann, wenn man statt Tumorzellen 
Hefezellen als Versuchsmaterial benutzt. Ohne dai die Atmung der 


3n Blausiureathylester die 


verobe Girung an. Doch erreicht die aerobe Hefegirung in 1073 n 


Hefe wesentlich gehemmt wird, steigt in 10 
Blausdureester nicht die Héhe der anaeroben Garung. 


VI. Irreversible Unterbrechung der Pasteurschen Reaktion. 

Neben der spezifischen Hemmung der Pasieurschen Reaktion 
durch Blausiureester gibt es unspezifische Hemmungen, beispielsweise 
durch Narkotica, doch sind die Erscheinungen hier weniger einfach, 
da man so hohe Narkoticumkonzentritionen anwenden mub, dab 
cleichzeitig die Atmung gehemmt wird. Vielfach findet man dann, dal 
mit der Atmung der Meyerhofquotient sinkt, also auBer der Atmung 
die Pasteursche Reaktion gehemmt wird. Diese Hemmungen sind nur 
unvollkommen reversibe!. 

Hemmungen der Pasteurschen Reaktion treten auch auf!), wenn 
man empfindliche Gewebe, wie Hoden oder Rattenembryonen schadigt, 
ndem man sie in Ringerlésung, anstatt in Serum halt. Das erste 
chemische Zeichen einer Schadigung ist — bei ungehemmter Atmung und 
ungehemmter anaerober Garung — eine Zunahme der aeroben Garung, 
|. h. partielle Unterbrechung der Pasteurschen Reaktion. Dies 
Hemmungen sind vollig irreversibel und wie alle irreversiblen Hemmungen 
nicht von besonderem Interesse, da sie nicht einfach zu deuten sind. 


VII. Wirkung der freien Blausiiure auf die Pasteursche Reaktion, 

Die Méglichkeit, mit Blausiureithylester die Pasteursche Reaktion 
elektiv und spezifisch zu hemmen, beruht auf zwei Eigenschaften dieser 
Substanz: ihrer Fahigkeit, mit Schwermetallen komplexe Verbindungen 


1) Diese Zeitschr. 152, 309, 1924; 165, 122, 1925. Die erste derartix« 
rreversible Hemmung fand O. Meyerhof beim Zerschneiden des Muskels. 
Vel. Arch. f. d. ges. Physiologie 188, 114. 1921. 














135 O. Warburg: 


zu bilden, und ihrer Unfahigkeit, mit dem Schwermetal!l des Atmu 
Von die fy 


Blausiure die erste, nicht aber die zweite. 


ferments zu reagieren. beiden Ejigenschaften besitzt 
Gegen freie Blausiuré 
das Atmungsferment empfindlicher als der Katalysator der Past; 
schen Reaktion. 


wie sie der Blausaureithylester hervorbringt, 


Deshalb kann man mit freier Blausaure Wirkung 
nicht erzielen. 


VIII. Protokolle. 
Leher. 


3n Athvlearbylamin 


1. Stoffwechsel der 


1. Normalversuch. 2. In 10 








5 CO,—O, 
vy 7 v,. 6.16 
Ko. 0.55% Keo 0,918 


18,99 mg 
Ohne Carbylamin 
H 
20': — 49,0 


In 10-°n Carbylamin 


5--CO—O, 
v, 3 vv, 10,69 


} ‘; 
k 095 k 1,10 


©. 


CO, 
17,26 mg 
Ohne Carbylamin 
h 
20’: — 10,5 


In 10-n Carbylamin 


H ’ 
90’: — 46.0 20’: — 6.0 
2) () 
Daraus folgt PO» Qs°* OM 
Ohne Carbylamin . 1\.4 10,0 0 
In 10-°n Carby lamin : 11,2 11,8 0.6 


1. Normalversuch. 2. In 10 


2 Stoffwechsel der 


In HCN. 3. In 10-3n 


Niere. 


Athy learbylamir 





> -CO,— ds 

vp, 8 vv, 5.83 

; at . 

K,, 0,532 Ky O 
6,24 mg 

Normalversuch : 


0.945 


5--CO,—O, 
Up 3 ve 112 
ko, 0,995 keg, 1,15 
6,03 mg 
Normalversuch: 


H h 
20’ 415 20’: — 7,0 
In 10-°n HCN In 10-°n NCN 
H h 
20’ 4.0 20’ 55 
In 10-°n Carbylamin In 10-°n Carbylamin 
vy 7 v,, 6,16 Up 3 v, 10,69 
, — - » " an . 
Ko, 9,557 Keo, 0,918 ko, 9,95 kee, 1,10 
7.33 mg 6,02 mg 
H h 
30": — 42 30’: +55 
Oo O 
Daraus folgt: Vo Vs Om 
Normalversuch . 23,7 23.6 0 
In 10°°n HCN 2,0 — 
In 10-°n Carbylamin . 25,7 31,7 6,0 








Wirkung von Blausiduredithylester auf die Pasteursche Peaktion Lu 
> Stoffwechsel des Hode) s 
1. Normalversuch. 2. In 10-3n Carbyvlami 
5 CO,—O, 5 ./- CO—O 
v8 wv. 5.83 +. 3 wv, 1133 
} G 230 vy 3 G 11.23 
P 90 ‘ ‘ 4 J. aor i= 
Kp, 0,532 K, 0, 9,945 ko, 0,995 ky o, 115 
489 mg 4.08 mg 
Normalversuch Normalversuch 
h 
45’: — 13.0 45’: 10.0 
In 10-%n Carbylamin In 10-3n Carbylamin 
H h 
60 om j 60 24.0 
> () ) 
Daraus folgt: VO Vs* On 
Normalversuch 11. 17,0 5,6 
In 10-§n Carbylamin 11,2 19.6 8.4 


{. Stotfwechse l 


des Embryos. 





1. Normalversuch. 2. In 10-3n Athylearbylamin 
5 -'-CO.—O, 5 .-CO,—O, 
vp, 8 2%, 5.51 v,, 3 wv, 10,54 
q 5 4 Qo” of « 
Ko, 050 Keo, 0,92 ko. 0,93 Keo, 1,09 


3 Embryonen zusammen 


12.5 mg 


Ni 1rmalversuch 


3 Embryonen zusammen 


9.76 mg 


Normalversuch 





H h 
30’: 41.0 30’: — 13.5 
In 10-°n Carbylamin In 10-*n Carbylamin 
H h 
30": 17,5 30 29,5 
() ) 
Daraus folgt: ?o Us Ou 
Normalversuch 13.6 18.9 53 
In 10-°n Carbylamin 3,6 25,8 12,2 
? Niotiwechsel des Jenser sarkoms 
5... OO. o?, 5 -':CO—On 
7 v,, 6,16 vp 3 v,, 10,69 
Ae ay} - 9) On 
KK, 0,557 Keo, 0.918 kp, 0,95 keo 1,10 
4.81 mg 4.00 me 
Normalversuch Normalversuch 
30’: +. 27.0 30’: + 30.5 
In 10-*n Carbylamin In 10-*n Carbylamin 
30 58.5 30 + 53.0 
) (>) 
Daraus folgt QO VS On 
Normalversuch ; 13,2 32,2 19 
In 10-*n Carbylamin 13,8 45.4 31,6 
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h. 1) aerobhe Garung de 8 Jenser sarkoms 
5 -'- CO.—N, 
vy 3 Uy 11,2 
keo, Ll4 
415mg - 
Normalversuch 
h 
20 31.5 
kK 
In 10-°n Athylearbyl- 
amin 
h 
20’: + 31.5 
; N 
Daraus folgt: OM 
Normalversuch. . . 26,2 
In 10-*n Carbylamin 26,2 
7. Aecrobe und anade rohe Gdrung des Jer S¢ nsark IS 
in Blausdure athylester. 
Zur Messung der aeroben Girung des Jensensarkoms be 
man zwei Gefibe mit variiertem v,, wie in dem Versuch « —- 
Protokolls 5, oder einfacher, wenn die Gré®enordnung der Atmiw 
bekannt ist, ein GefaB mit kleinem v,. Ist namlich die Garung 
k 
und vp im Vergleich zu v, klein, so hat der durch die Atn 
erzeugte Druck (der immer negativ ist) nur die Bedeutung eines ' 
Korrektionsgliedes. Das Korrektionsglied fiir eine Versuchszeit a 
‘ ‘ e Be 
einer Stunde ist: 
Vo Vo . . 
h { a 4 Gewebegewicht. 
hy » keo 
h’ ist klein, weil bei kleinem v, die GefaBkonstanten ko, und | Kor 


nahezu gleich sind. 


Betrigt der beobachtete Druck in ¢ Stunden hmm, so ist 
korrigierte Druck 


h 4 
und die aerobe Garung 
Qo _ (h h ° t) kco, ; 9 
~M t x Gewebegew:cht 


Nach dieser Formel sind die Q9 -Werte dieses Protokolls 
rechnet, wobei in Gleichung (1) Qo, 10 gesetzt wurde. 








Wirkung von Blausiureathylester auf die Past: 


ursc he 


141 


> 
» t) 
Reaktion 





5--CO,—O, § .|-CO,—O, 
vy 3. v,, 10,64 v. 3 wv, 1051 
0.95 keo 1.10 ke 0,93 heg, 1,09 


419 meg 
In 10-8n Carbylamin 


4.08 mg 
Ohne Carbylamin 


CO N 
3+ 995 
Keo 1.04 


4.20 me 


Ohne Carbylamin 





Reobachteter Druck Beobachteter Druck Beobachteter Druck 
15’ 12 15’: + 26 15 28 5 
15’: + 12 15 25 1S ‘ 
30’ 1. 24 3u’ Sl iD D.5 
h’ .t 29 h’ tt: 3.4 
Korrig. Druck - 26.9 Korrig. Druck: + 54,4 
oO > O . N ens 
On’: 14.6 Ou’: + 2s4 On 2% 


Nach Auswaschen des 
Carbvlamins 


15’: + 14 
15’: + 13,5 
30 1. 97. 5 
h'.t: —34 
Korrig. Druck: + 30.9 
oO 2 ¢ 
Qy?: + 16.2 


8. Aerobe und anaerohe 


Gdruna des Jenscensarkoms in 


J alero tril. 


Die Anordnung war dieselbe wie in dem Versuch des Protokolls 7. 





Ohne Valeronitril 10 
5--CO, O, Si O.—N, § . CO,—O, 
y 3 wv, 106 v, 3 wv, 10,54 vp 3 v,, 10.70 
{ . J ’ = », 
», 9,90 Keo, 1,10 keg, 1,09 ko, 0,95 kee, 1,10 


4.93 mg 
Beobacht. Druck 


4.82 mg 
Beobacht. Druck 


4.39 mg 
Beobacht. Druck 


v 


15’: + 12.0 15’: + 295 15’ 15.5 
15’: + 13.5 15 27.5 15: +170 
15’: + 13.0 15’: 28.5 15’: + 165 
45’: + 38.5 45’: + 85.5 45 49.0 
h't: —47 h't- -53 
Korr.Druck: + 43,2 Korr. Druck: + 54,3 
Oo, N.. of 0. »6 
Oy: 44 Qy?: 20,8 On 16,2 





n Valeronitril 


5--CO,—N 
Up 3 v, 10.51 
ky O 1,09 
4485 mg 
Beobacht. Druck 
15’: + 27.5 
15’ + 27.5 
15 7.5 
45 82.5 
N oe 
Oy’: 26.8 














Uber Ammoniakgehalt und Ammoniakbildung im Blute. 


V. Mitteilung!): erkK 
Der Ammoniakgehalt des normalen Menschenblutes. eg 
\m 
Von Lo: 
A. Klisiecki. ol 
No! 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwév 


(Eingeqangen am 8 {pril 1926.) Am 


Blutammoniaks zusammenhingen, ergab die Notwendigkeit, « 


Die Neubearbeitung der Fragen, welche mit der Physiologie « 


Ammoniakgehalt des normalen menschlichen Blutes unter Anwendung Na 
s { 
der neuen Methoden zu bestimmen und dabei diejenigen Fehle: 


. hav 
vermeiden, welche vor allem in der mangelhaften Kenntnis de1 ial 
Ammoniakbildung im Blute begriindet waren. aa 

In der alteren Literatur — auch wenn man nur die Arbeiten nac! hre 
in methodischer Beziehung so bedeutenden Publikation von Fol/) vn 
Denis (1912)*) in Betracht zieht findet man Werte, die meist 
0,1 mg-Proz. liegen. So bei Getler und Baker (1915), die 0,4 bis 1,1 mg-Pr nor 
finden*); Henriques und Christiansen (1917)*): 0,1 bis 0,48 mg-P Sto 
Morgulis und Jahr (1919)5): 0,14 bis 0,3 mg-Proz.; Gad Andersen (19?! di 
0.38 bis 0,51 mg-Proz.; A. Bisgaard und J. Noervig (1923)7): 0,3 - 
0,36 mg-Proz. Dagegen fand Barnett (1917)*) Werte unterhalb 0,05 mg-P = 
Ammoniak, und D. S. Russel®) gibt an (1923), im normalen Menscher * 
kein Ammoniak oder nur geringe Spuren (very faint trace) gefund Hy 
haben. Parnas hat in einer vergleichende Studie (1925)'®) angew ein 

1) Diese Zeitschr. 152, 1, 1924; 155, 247, 1925; 159, 298, 1925: 169 
255, 1926; Therapia (Budapest, Koranyi-Festschrift) 1926, S. 78. 

2) Journ. of biol. Chem. 11, 161, 527, 1912. 

%) Ebendaselbst 25, 211, 1916. 

4) Diese Zeitschr. 78, 174, 1917. Are 

*) Journ. of biol. Chem. 88, 435, 1919. 

®) Ebendaselbst 51, 367, 1922. i. 4 

*) Zeitschr. f. d. ges. Neurol. u. Psychiatrie 88, 470, 1923. 

8) Journ. of biol. Chem. 29, 459, 1917. Zei 


®) Biochem. Journ. 17, 72, 1923. 
") Diese Zeitschr. 155, 247, 1925. deu 
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einer normalen Probe vom Menschenblut 0,03 mg-Proz. gefunden zu 
monn. 


Aus der Unkenntnis der normalen Werte ergibt sich die Schwierig- 
keit, pathologische und experimentelle Werte zu deuten, insbesondere 
da nach den Untersuchungen von Parnas keine Méglichkeit besteht. aus 
in Tieren gefundenen Werten direkte Schliisse auf Blut anderer Ticre 
der auf Menschenblut zu ziehen: verhialt sich doch das Blut jeder 
fierart in bezug auf Ammoniakgehalt und Ammoniakbildung ver 
schieden. D.S. Russel) findet in 27 Fallen verschiedener Nieren- 
erkrankungen Ammoniakwerte, die zwischen 0.02 und 0,09 mg-Proz 
egen, und scheint darin keinen Beweis dafiir zu sehen, da®B der 
\mmoniakgehalt bei diesen Erkrankungen erhéht wire; S. Bliss 
1926)*) dagegen findet in drei Fallen chronischer Nephritiden 0,1 
0.16 bis 0,29 mg-Proz. und halt diese Werte fiir im Verhiltnis zum 
Normalen erhéht, ohne normale Vergleichswerte anzugeben. Bisgaard 
ind Noervig (1923) finden bei Epileptikern Werte von 0 bis 1,42 mg-Proz 
{mmoniak ,,mit allen médglichen Ubergingen“. Die Ammoniak- 
hbestimmung im Blute unter klinischen Bedingungen ist nicht ganz 
eicht, und der mit den Schwierigkeiten sowie den hohen Anforderungen 
in die Sorgfalt Vertraute wird die Streuung der genannten Werte mit 

Nachsicht betrachten. In zwei neuen klinischen Arbeiten von Tauben- 
haus und Sternberg?) sowie Adlersberg und Taubenhaus*) haben dic 
Autoren, indem sie sich mit dem Gehalt der Ammoniakmuttersubstanz 
inter pathologischen Verhaltnissen befaBten, ausdriicklich vermieden, 
ihren Bestimmungen des aktuellen Ammoniaks einen reellen Wert 
zuzuschreiben. Die Bestimmung des aktuellen Blutammoniaks unte 
normalen Verhiltnissen schien auch deshalb interessant, weil diesem 
Stoffe neuerdings wichtige Funktionen zugeschrieben werden: es sol! 
die Magenbewegungen hormonal beeinflussen [ Prawdicz-Neminski®)}; 
es soll den Faktor darstellen, der himatogene epileptische Anfiille 
hervorruft [Jelenkiewicz®)|. Es wird natiirlich ein leichtes sein, diese 
Hypothesen durch Bestimmung des Blutammoniaks zu priifen, und 
eine solche Priifung diirfte mehr Uberzeugungskraft haben als Experi- 


1) Biochem. Journ. 17, 72, 1923. 

*) Journ. of biol. Chem. 67, 109, 1926. 

3) Nach Privatmitteilung der Autoren; die Arbeit erscheint im Wien. 
Arch. f. klin. Med. 1926. 

4) Nach Privatmitteilung der Autoren; die Arbeit erscheint im Arch. 

exper. Pathol. u. Pharm. 1926. 

5) Die geistvollen Ausfiihrungen, diese Zeitschr. 152, 388, 1924 und 
Zeitschr. f. Biol. 88, 454, 1925. 

6) Medycyna dosw. i spol. (Warszawa) 5, 188, 1925 (polniseh mit 
} 


deutsch. Resumé). 
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mente, in welchen gewaltige Ammoniakmengen in die Blutbahn 
jiziert werden. 

Wir haben an 44 jungen gesunden Minnern und Frauen 
aktuelle Blutammoniak nach der Methode bestimmt, die in dies 
Laboratorium benutzt wird und die friiher!) beschrieben worden jst 
Das Blut wurde aus der Cubitalvene mit der Nadel unter ganz leichte; 
Stauung entnommen, und nur solche Proben wurden analysiert, welc}y 
glatt und schnell entnommen worden sind. Das Blut war mit Lithiu 
oxalat ungerinnbar gemacht. Es wurde mehrmals mit der Uhr fes: 
gestellt, das die Zeit vom Moment des Einstiches mit der Nadel bis 
zur Beendigung der Destillation (aus 2cem wurden 6 bis 10cem Destil|at 
yvewonnen) nicht weniger als 3 und nicht mehr als 5 Minuten?) betriug 
Die Kontrollen der Reinheit des Apparates und der Reagenzien sowie de 
Vollstandigkeit der Destillation wurden besonders genau durchgefiilirt 
Die erhaltenen Werte sind in der nachfolgenden Tabelle zusammen- 
gestellt. 

Tabelle I. 





~ Kor Cres : 
Nr Name a Alter qvelaha NH;—N Bemerkunger 
schiecht 
Jahr kg mg-Proz 
l Mozolowski, W. . , 30 - 0,003 Dr. med. (Univ.+Assist 
2 Cyeeeene . 2. tw et y — 0.037 Dr. phil. (Univ.-As 
3 Makomaski .. . P 23 72 0,027 Stud. phil 
4 Garapich .... , 20 70 0,025 —— 
5 Jabtonowshi . . . , 22 64 0.036 ‘ a 
6 | Zempicka .... Q 21 54 0.029 . jur 
7 a: P 24 58 0,028 . med 
Ss Poloniecki . . . . J 19 74 0,025 ~ phil. (Leichtatt 
9 Bialikiewicz . . . A 21 86 0.025 s . 
10  Zausmer, St... . , 21 67 0,025 ~ med. (Vegetaric 
1] Sohorr, L. . .. . , 21 69 0,022 - ‘ 
12 St ae , 21 58 0,020 cs ; 
13 Wojkowska, ]. . . 2 21 — 0,030 m . 
14 oe eee / 26 58 0,030 7 - 
15 meee. Be ix + « 2 22 0,031 » phil. 
16 STobodzian, BE. . . / 21 60 0.036 . med, 
7 || Przystasz, A. .. 20 76 0,025 
18 SS d's Yt J 20 63 0,028 : . 
19 ne, Be 5 «+ P 21 65 0,028 ‘ : 
20 Henner, M. ... Q 20 61 0,017 — 
21 Skrzypek, A. .. , 21 7 0,040 ™ . 
22 Polttyte, 7. ... , 25 74 0.034 . ‘ 


1) Diese Zeitschr. 152, 1, 5, 1924; 155, 249, 1925. Mit den Kontrol 
nimmt eine Bestimmung, wenn Reihen ausgefiihrt werden, LO bis 15 Min 
in Anspruch., 

*) In der jiingst publizierten (Januar 1926) Arbeit von S. Bliss (Jo: 
of biol. Chem. 67, 109, 1926) (aus dem Laboratorium von O. Folin), 
unsere Arbeiten véllig tibersehen zu haben scheint und sich der Met! 
von Folin und Denis bedient, wird angegeben, daB eine einzelne 
stimmung einen halben Arbeitstag in Anspruch nimmt. 


] 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Ge- | Alter NOrpere yy oy 
Name othincha gewicht Bemerkungen 
Jahr kg mg-Proz 
st 99 Keurzrok ..... A 20 71 0.030 Stud. med 
|) GM 2 ce uw oo , 19 63 0.025 . ‘ 
% £abedzka, N. .. Q 19 50 0.025 .. & 
he S| Dee, @..... 4 19 58 0.030 
97 Rosenbusch, J. . . , 21 65 0,022 ° . 
28 «©6Jaremezyszyn, NM. f 22 59 0.025 - 
29 Lapka See f 22 66 0.016 
Is 0) Waldmann... . f 19 56 0.017 
+f ie.” ee , 21 76 0.011 
7 Oi Que ...... , 22 60 = 0,015 
- 3 Pankiewicz . .. J 23 67 0.025 
Cl 4 Zurowska, M. . . 1 25 60 0,026 . 
t > 2 ¥ 19 65 0.022 
it tadyzynski . . . , 20 73 0,027 
; 7 | Aropes, BR. .. . P 22 56 0,026 - 
8 Chrzaszczewski. St. d 23 om 0.025 7 o 
ou Szaina, M. a a P 22 7l 0,032 


Die hier zusammengestellten Werte zeigen eine bemerkenswerte 
Konstanz und schwanken um den Mittelwert von 0.0262 mg-Proz. 
NH,—N. Die Abweichungen von diesem Wert (aus 39 Versuchen) 
etragen in den extremen Fillen + 0,011 bis — 0,015 mg-Proz., sind 
ber meist geringer. Wir kénnen nicht entscheiden, welche Bedeutung 
esen Schwankungen zukommt und ob es einen Sinn hitte, diese 
Werte nach der Fehlerrechnung zu behandeln. Wir haben uns in einer 
xperimentellen Studie tiber den Ammoniakgehalt des Kaninchen- 
ites, die an anderer Stelle publiziert wird"), tiberzeugt, dab der 
\mmoniakgehalt in verschiedenen GefaBbezirken desselben Individuums 
weiten Grenzen verschieden ist; wir haben die Faktoren bestimmt, 
velche diese Schwankungen bedingen. Zieht man in Betracht, daB das 
Blut, welches vom Coecum abflieBt, 1 mg-Proz. NH,— N enthalt, dab 
er Gehalt des Portalblutes mit 0,5 mg-Proz. in die Leber eintritt und 
it 0,02 mg-Proz., also auf ?/,, reduziert, abflieBt, dab der Gehalt 
les arteriellen Blutes durch physiologische Schwankungen der Zirku- 
ition und Atmung, durch Anoxamie und durch Acidese in reversibler 
Weise um einige 100 Proz. erhéht werden kann, so wird man von einem 
merhalb 1/199 mg-Proz. genau definierten Ammoniakgehalt des Blutes 
bensowenig sprechen kénnen wie etwa von einer innerhalb !/ j9° 
zenau definierten Kérpertemperatur oder auf Img genau defi- 
ertem Blutzucker. Die engen Grenzen, innerhalb deren die Werte 
normalen Individuen verschiedenen Geschlechts, Konstitution, 


') Diese Zeitschr. Koranyi-Festschrift 1926. 
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Alters, Ernahrungszustandes schwanken, sind aber recht bemerk 
wert. Wir glauben, daB diese Schwankungen reelle physiologi 
Abweichungen des Ammoniakgehalts von einem idealen Mittely 
darstellen, ahnlich wie die reellen Abweichungen der Bluttemper 
oder des Blutzuckers von einem idealen Mittelwert. 

In Tabelle IL haben wir einige Bestimmungen vereinigt, we 
infolge langsamer Blutentnahme oder Verzégerung der Destillat 
anormal verliefen. Sie zeigen durchweg Werte, die iiber dem Dur 
schnittswert liegen. 

Tabell 8 





: Koérper 
Nr. Name wate Alter gewicht Ni 6 Bemerkun.s 
schlecht | 
Jahr kg mg Proz 
j Klisiecki, A. , 30 67 0.038 Dr. med., Assist 
bei Zimmertemy 
2 Strumienski. St . d ome —_ 0.030 Dr. med., Assist 
destilliert 
3 Ackermann. , 19 5D 0.050 Stud. med., — langsa 
BluttluB 
4 Urzedowski, H. , — 0.037 Stud. med., 2’ na 
nahme destilliert 
5 Tychowski, W. : , — — 0.070 Dr. med., Assist 


Entnahme (be 
halten) destilliert 


Zusammenfassung. 

Es wurde bei 44 gesunden jungen Menschen der Ammoniakgce! 
des verésen Blutes sofort nach Entnahme nach der Methode von Par) 
und Heller bestimmt. Der Ammoniakgehalt des venésen Blutes betrig: 
nach diesen Bestimmungen im Mittelwert 0,026 mg NH, — N in 100 cc 
Blut mit den auBersten Schwankungen von 0,011 bis 0.015 mg-Pr 

Wir danken Allen, die sich bei dieser Untersuchung als Blutspender de 
zur Verfiigung gestellt haben, fiir ihre verstindnisvolle Mitwirkung Ei 











Uber den Gehalt an ungebundenem Zucker in dem WeiGen 
und Dotter der Hiihnereier bei Ontogenese. 


Von 
I. D. Gadaskin. 


(Aus dem Laboratorium der physiologischen Chemie an der Militar- 
Medizinischen Akademie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 8. April 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Frage nach dem Gehalt Jer Hiihnereier an freiem Zucker,im 
Eiwei8 und Eidotter ist in der Literatur schon mehrmals erértert 
worden; besonders die Frage nach der Menge des Zuckers im Eiweif 
und Ejidotter der frischen Eier. 


Der Ungenauigkeit friiherer Arbeiten wegen werde ich nur die Arbeiten 
der letzteren Zeit anfiihren, darunter die von Moérner'). Er nahm 15 ccm 
Eierklar, verteilte es auf drei Dialysenhiilsen und dialysierte es 4 Tage 
lang. Ein Dialysat von 1800 ccm wurde nach Zusatz von Essigséure bis 
zu deutlich saurer Reaktion auf ein Volumen von 10 bis 15 ccm konzentriert. 
Es wurden polarimetrische Untersuchungen gemacht, die durechschnittlich 
0,40 bis 0,39 Proz. ergaben. Bei Zuckerbestimmung mittels Fehlingtitrierung 
fanden sich durchschnittlich 0,46 Proz., 0,43 Proz. Kajo*) hat nach Fallung 
des Ovomucoids in dem Eiwei® des frischen Eies einen Zuckergehalt von 
0,60 Proz. mittels der Garungsmethode gefunden; nach der Reduktions- 
methode erhielt er 0,51 Proz. Im Eidotter mittels Géarungsmethode 
0,27 Proz., mittels Reduktionsmethode 0,32 Proz. Diese Ergebnisse naihern 
sich denjenigen, die wir im Eiwei8 und Dotter des frischen Eies gefunden 
haben. 

Anzufiihren ist noch die Arbeit von Bywater*), der die Frage nach dem 
Zuckergehalt im Eiereiweif8 bei der Eierentwicklung behandelt. Nach 


!) Mérner, Zeitschr. f. phys. Chem. 80, 1912. 
*) Kajo, ebendaselbst 75, 1911. 
') Bywaters, diese Zeitschr. 55, 1913. 
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Fallung des koagulierbaren Proteins und Ovomucoids konzentrierte oe 
das Filtrat, dem Saéure beigegeben wurde, bis zu s:inem geringen Volumen be 
und stellt den Zuckergehalt mittels einer Lésung Pavi fest. Im frischen Ej 

erhielt er 0,32 Proz. Zucker. Diese Quantitat nahm bis zum sechsten Tay: 

ab, an welchem sie 0,06 Proz. betrug. Von diesem Tage an fand er keiner 

Zucker mehr. Seine Resultate erreichen weder die Héhe der unsrigen, 

noch die in der Literatur angefiihrten. 


Wir finden sogar bis zum elften Tage noch Zucker. Unsere Unter. 
suchungen fanden fast tiglich, vom ersten bis zum 21. Tage der Brut. 


periode, statt. E 
Am 17. Tage der Entwicklung ist im Ei kein Eiwei8 mehr 7 
vorhanden, Dotter jedoch befindet sich als  Reservedotter ei! 
(Iljim) in dem MHihnchen noch die ersten 7 bis 8 Tage de 
nach seinem Ausschliipfen. 3 Tage nach dem  Ausschliipfen 
des Hiihnchens untersuchten wir den vorhandenen Eidotter nach Ty 
Zucker. 
Dazu haben wir die Blutzuckerdialysatmethode von M. J. Gal. a 
wjalo!) angewandt. 
Diese Methode ist folgende: Der Zucker wird aus dem Blute mit Hilfe de 
eines Kollodiumsackchens dialysiert. Zur Dialysation werden vier Glas- 
réhrchen benutzt. Im jeden derselben bleibt das Kollodiumsackchen 
10 Minuten. Der dialysierte Zucker wird mit Fehlinglésung_titriert Vi 
(10g CuSO, in 1000g Wasser und 22g NaOH + 54,4 KNa-Tartrat in a 


1000 g Wasser); dabei bekommt man bei Erhitzung eine Reduktion 
zu Cu,0O. 

Als Indikator dient eine Mischung von 2proz. K,FeCNg, und 96proz Q 
Essigsaure in gleicher Menge. Am Ende der Titrierung erhalt man aus einer 
gelblichen eine rétliche Farbe. 

Bei unserer Arbeit haben wir folgende Verainderungen vorgenommen. 
Da beim EiweiB und Eigelb die Dialyse des Zuckers viel langsamer vor 
sich geht als beim Blute, so werden statt vier bis fiinf Glasréhrchen at 
12 bis 15 verwendet. 


Jedes Glasréhrchen wird mit 5cem Fliissigkeit gefiillt und das . 
Kolloidsickchen bleibt in jedem 10 bis 15 Minuten. Im ganzen dauerte 
die Dialysation 21 bis 3 Stunden. Das letzte Glasréhrehen (Kontroll- re 


glas) ergab bei Erhitzung mit einigen Tropfen Fehlingscher Loésung 
keine Reduktion mehr. 

Da Eierklar und Eiergelb einen groBen Prozentsatz EiweiB enthalten 
welches sich im Laufe der Entwicklung stets vermehrt, so kann das 
im Handel vorkommende Kollodium zur Dialyse nicht benutzt werden, 
denn nach ungefaihr zweistiindiger Dialyse diffundiert das EiweiB und 
laBt so keine richtige Titration zu. Deswegen benutzten wir be- 


1) M. J. Galwjalo, Russische Arzte-Ztg. 1928, Nr. 27. 1] 
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sonders starke 6proz. Kollodiumsackchen, die folgendermaBen vor- 
bereitet wurden : 
21 Teile Ather, 
3. ,, 90proz. Alkohol, 
1% ,, Kollocselin. 


Es wurden 0,5 bis 1,5 g EiweiB und Eigelb abgewogen. 

Das Gewicht wird um so gréBer, je weniger Zucker das Eiweif} und 
Eigelb enthalten., Die Gesamtquantitat des Dialysats betrigt 60 bis 
70cem. Vor der Titrierung wird das Dialysat bis auf 15 bis 30 ccm 
eingeengt, um bei der Titrierung eine zu groBe Korrektur der Menge 
des Dialysats zu verhindern. 

Es wird gerechnet, daB jede Fehlinglésung von 4/.5 ccm 0,00009 g 
Traubenzucker oxydiert. 

Die Korrektur wird nach der Menge des Dialysats vorgenommen, 
so daB auf 5ccm Dialysat 4/,,5ccm Fehlinglésung trifft. 

Das EiweiB wird in physiologischer NaCl-Lésung dialysiert, nach- 
dem es mit reinem Sande fein verrieben war. 

Dasselbe Verfahren, nur mit Wasser, wird beim Eigelb angewandt. 
Vom 12. bis 13. Tage an finden wir im Eiwei8 und Eigelb entweder 
keine oder nur Spuren von Traubenzucker. 


Bei diesem Verfahren ist es unmdglich, zu gleicher Zeit die 
Quantitat der Glucose zu bestimmen. 


Tabelle I. 


Ergebnisse, welche man bei Untersuchung auf freien Zucker mit Eiwei8 
und Eigelb erhalt. (In Prozenten, d. h. auf 100g frischer Substanz.) 





Zucker im Eiweif Zucker im Eigelb 





Zahl der : : Zahl der . 
Bruttage —. a Mittel Bruttage Uewee oy - Mittel 
suchung suchung suchung suchung 
Frisches Ei) 0,52 0,49 0,50 Frisches Ei 0,32 _- 0,32 
! =e vas = 1 an am a 
2 0.48 anit 0,48 2 0,32 - 0,32 
3 0,48 0,45 0,46 3 0,30 _ 0,30 
4 0.44 0,34 0,39 4 0,17 014 015 
5 0,25 0,23 0,24 5 0,12 0,12 0,12 
6 0,22 ~ 0.22 6 an io 
7 0,20 0,24 0,22 7 0,13 011 0,12 
8 0,081 0.081 0.081 . 0.11 a 011 
9 0,088 0,063 0,075 9 0,087 0,099 0,093 
10 0,069 0,056 0,060 10 0,081 0,090 0,085 
1] 0,096 0,038 0,037 ll 0,079 0,071 0,075 


1l—17 keinen Zucker — 11—17 keinen Zucker — 
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In dem Reservedotter befindet sich nach Ausschliipfen des Hii), 
chens kein Zucker mehr. 
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Abb. 1. 
Schema der Veranderungen im Zuckergehalt des Eierklars und Dotters 
bei der Entwicklung des Hiihnereies. (Die gréBte Zuckerquantitat ist 
mit 100 bezeichnet.) 


Zusammenfassung, 


1. Im frischen Eiereiwei8 finden wir 0,50 Proz. Zucker. Diese 
Quantitaét nimmt ab bis zum 1]. Tage der Bebriitung, an welchem sie 
0,03 Proz. betrigt. Vom 11. bis 17. Tage (Tag des vollstandigen Ver- 


schwindens des Eiweifes) findet man keinen Zucker mehr. 


2. Im Eigelb ist weniger Zucker als im EiweiB vorhanden, namlich 


0.33 Proz. Der Zucker nimmt bis zum 11. Tage ab, an welchem er 
0,07 Proz. betragt, dann verschwindet er vollstandig. 


dotter kein Zucker mehr zugegen. 


3. 3 Tage nach dem Ausschliipfen des Hiihnchens ist im Reserve- 


wo 


ves 
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Uber Gaswechsel und Energieumsatz der Vogel 
und ihre Beeinflussung durch die Atmungsinnervation (Nn. vagi). 


Von 
Paul Blobelt. 


\us dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Berlin.) 


(Eingegangen am 9. April 1926.) 


Einleitung. 

Wie wir aus den Arbeiten besonders von Zander’), Siefert?) und 
Grober®) wissen, gehen Végel ebenso wie die Siuger nach beiderseitiger 
Vagotomie an deren Folgen zugrunde. Auch bei ihnen haben die 
Nn. vagi eine wichtige Bedeutung fiir die Regulation der Atemmechanik, 
und zwar im Sinne der Hering-Breuerschen Selbststeuerung, indem 
jede inspiratorische Erweiterung des Thorax einen exspiratorischen 
Impuls setzt und jede exspiratorische Verkleinerung die Inspiration 
begiinstigt. DaB dabei die die Regulation vermittelnden Reize in den 
Lungen selbst entstehen, geht daraus hervor, daB die durch vdéllige 
Zerstérung der Luftsicke hervorgerufene Verlangsamung und Ver- 
tiefung der Atmung eine bei weitem nicht so hochgradige Regulations- 
stérung darstellt als diejenige nach beiderseitiger Vagotomie. Die nach 
der letzteren eintretende Haupterscheinung der Atmungsverlangsamung 
tritt bei den Végeln in ganz anderer Weise, nimlich durch die Ent- 
wicklung langer exspiratorischer Pausen, hervor als bei den Saugern, 
wo sie auf Verlangsamung der inspiratorischen Atmungsphasen beruht. 


Nach Grober*) gehen von den Lungen bei den Végeln offenbar noch 
andere Erregungsimpulse durch die Vagi auf das Atemzentrum iiber, 
wodurch die Frequenz der normalen Atembewegungen bedeutend 
gesteigert ist. 


1) R. Zander, Pfliigers Arch. 19, 263, 1879. 
2) BE. Siefert, ebendaselbst 64, 428, 1896. 
3) J. A. Grober, ebendaselbst 76, 427, 1899. 
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Die vorliegende Untersuchung gilt der Frage, wieweit sich (1), 
Stérungen dieser Regulation des Mechanismus der Atmung bei den Vdyeln 
auch auf den Chemismus der Atmung, den respiratorischen Gaswec))se| 
und den Energieumsatz beziehen. Diese Frage schien von besonderem ot 
Interesse, da fiir die Végel durch Zander") nachgewiesen ist, da® jh, be 
Zugrundegehen nach bilateraler Vagotomie nicht durch den Ausfa| g 
des Einflusses der Vagi auf die Atmung, sondern desjenigen auf di: 
Verdauungsbewegungen des Kropfes bedingt wird, wahrend im Gegen. 


satz hierzu bei den Saugern gerade der Ausfall der Atmungsregulatio; er] 
nach beiderseitiger Vagotomie letal wirkt und Hunde nur nach tieferey Gl 
Vagotomie am Leben bleiben (Krehl). ler 

Im besonderen sollte untersucht werden, ob nach Durchschneiduny “7 
eines Vagus eine Stérung des Gaswechsels eintritt und wieweit dies ai 
friiher oder spiter durch die Funktionsiibernahme seitens des anderen be 


Vagus ausgeglichen wird; ferner ob diese Stérung des Gasaustausches g 
nach beiderseitiger Vagotomie gréBer ausfallt als bei einseitiger und ob 
sie ebenso stark auftritt, wenn der zweite Vagus erst lange Zeit nac! Ga 
dem ersten durchschnitten wird und dadurch schon linger die Méglich. ves 
keit geboten wird, daB die Funktion des zuerst durchtrennten nicht 
nur vom zweiten Vagus, sondern eventuell auch durch andere extra. 
vagale Regulationen wenigstens teilweise tbernommen werden kann 


Zugleich boten die Versuche Geiegenheit, das bisher im Vergleic! wail 

zu den Saugern noch ‘unverhiltnismabig geringe Material an Unter. bees 
. suchungen des normalen respiratorischen Stoffwechsels der Végel zu ue 
erweitern. Bisher sind derartige Untersuchungen von Regnault wad ro 
Reiset, Kukein, Pott, Colin, Richet, Rubner*), Bleibtreu, Lehmann wid a 
Voit, Gerhartz*), Hari*) und Kriwuscha®) sowie Groebbels®) zum Teil a oles 
sehr verschiedenen Vogelarten ausgefiihrt worden, und die Ab rati 
weichungen in den Ergebnissen der einzelnen Forscher sind noch keines setz 
wegs restlos geklart. bi 
Methodik. niin 

Die Versuche, die ich auf Anregung des Herrn Prof. E. Mangold uni Hu 


mit Unterstiitzung von Herrn Privatdozent Dr. W. Klein und Friule 
M. Steuber ausgefiihrt habe, wurden am Huhn ausgefiihrt, und zwar a 
sechs Hennen in der Zeit von Ende Oktober bis Ende Februar. Ein Einf!u Wei 


der Mauserung, die bei den ersten Tieren noch nicht ganz beendet 
app 


1) R. Zander, Pfliigers Arch. 19, 263, 1879. i 

2) Rubner, Zeitschr. f. Biol. 19, 555, 1883. (Die Gesetze des Energ 
verbrauchs bei der Ernahrung. Leipzig und Wien 1902.) 

3) H. Gerhartz, Arch. f. d. ges. Physiol. 156. 

4) Hari, diese Zeitschr. 78, 313, 1917. 

5) Hari und Kriwuscha, ebendaselbst 88, 344, 1918. dyn 

8) Groebbels, Zeitschr. f. Biol. 70, 477, 1919. 


Prot 
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trat nicht stérend hervor. Die Vagqusdurchschneidungen, die nach Ein 
stellung der einzelnen Tiere in den Versuch teils beiderseitig einzeitig, 
tells erst einseitig und zweizeitig doppelseitig ausgefiihrt wurden, erfolgten 
stets in der Mitte der Halslange mit Exstirpation eines 1 cm langen Vagus- 
stiickes. Die Wunde des hierbei erforderlichen Hautlaingsschnittes heilt 
beim Huhn nach Knopfnaht per primam und stért das Befinden nicht im 
geringsten. 

Meine Respirationsversuche machte ich mit dem Pettenkojfer-Tigerstedt- 
schen Apparat, der durch die von M. Steuber') eingefiihrte neue Vor- 
richtung zur Entnahme einer kontinuierlichen Gasprobe das Arbeiten 
erleichtert. Als Respirationskammer diente ein groBes, 52 Liter fassendes 
GlasgefaB, das an seinem oberen Ende mit einem abschraubbaren Metall- 
leckel versehen ist. Zwischen dem Rande des GlasgefaBes und dem Deckel 
st zur Abdichtung ein breiter, weicher Gummiring eingeschoben. In dem 
VMetalldeckel sind drei Hahne angebracht, von denen zwei der Durchsaugung 
ler Luft und der dritte der Entnahme der Analysenprobe dient. In dem 
beren Raum der Respirationskammer befindet sich ein Ventilator zwecks 
gleichmaBiger Durchliiftung der Kammer. Dieser ist an der Unterseite 
des Metalldeckels angebracht und zum Schutze des Versuchstieres mit 
einem Drahtnetz umgeben. Als Aspirator diente eine genau geeichte trockene 
Gasuhr, die mit Hilfe eines gleichmaBig laufenden Motors in Tatigkeit 
vesetzt und mit einem Ubersetzungsgetriebe reguliert wird. 

Der Aspirator und die Respirationskammer sind durch einen ziemlich 
weiten Gummischlauch miteinander verbunden. In diesem Schlauch ist 
dicht vor dem Eintritt des Gases in den Gasmesser ein T-Stiick aus Glas 
angebracht, mit welchem die Vorrichtung fiir die Entnahme der konti- 
wierlichen Teilprobe verbunden wird. Die Vorrichtung fiir die Teilprobe 
besteht aus einem Glaszylinder, der unten geéffnet und oben mit einem 
Gashahn zu verschlieBen ist. Der Zylinder ruht in einem MetallgefaB und 
dieses auf einer Spindel, die in einem Schneckengetriebe liuft, welches 
ebenfalls durch den Antriebsmotor der Gasuhr in Tatigkeit gesetzt wird. 

Die Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, daB die Tiere ungefahr 
eine Viertelstunde vor dem eigentlichen Beginn des Versuchs in die Respi- 
rationskammer gebracht wurden. In dieser Zeit hatte sich die Zusammen- 
setzung der Luft und besonders die Temperatur und die Wasserdampf- 
spannung in der Kammer ziemlich ausgeglichen. Die Versuche selbst wurden 
ungefahr auf 2 Stunden ausgedehnt. 

Die zum Versuch herangezogenen Hiihner befanden sich teils im 
niichternen, d. h. sie waren am Tage vorher zuletzt gefiittert, teils im 
Hungerzustand, wobei 24 oder 48 Stunden vorher das letzte Futter ge- 
reicht war. Einige Versuche wurden zum Vergleich auch schon einige Stunden 
nach der Fiitterung angestellt. Als Futter diente ausschlieBlich Kérnerfutter, 
Weizen und Gerste, und die Fiitterung erfolgte einmal am Tage. 

Die Zusammensetzung des Respirationsgases wurde mit dem Haldane- 
apparat bestimmt. 

Die Berechnung des Versuchs geschah nach den Ausfiibrungen von 
W. Klein und M. Steuber*). Zum besseren Verstandnis sei cin vollkommenes 
Protokoll und die nachfolgende Berechnung angegeben : 


') Siehe W. Klein und M. Steuber, ,,Die gasanalytische Methodik des 
dynamischen Stoffwechsels*, S. 16. Leipzig 1925. 
2) W. Klein und M. Steuber, diese Zeitschr. 136, 471, 1923. 
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Huhn Nr. 1. Linker N. vagus durchschnitten. Huhn ist niicht 
letztes Futter tags zuvor um 4 Uhr. Gewicht: 1360 g. 
Versuch vom 26. Oktober (Operationstag). Barometer 759.0. 





Zeit Gasuhr Temperatur Temperatur 

, Liter in der Kammer der durchgesaugten | 
Anfang 12h12’ ... 8378,2 22,8 22,5 
SchluB 247 ... 8768.2 24.0 23.0 


Die Analysen ergaben fiir: 





Anfangsgas Endgas Kontinuierliche Probe 
CO, in Prog... . 0,833 0,852 0,852 
O, in Proz., 19.865 19.865 19.863 
N,in Proz. ... 79,282 79,284 79,284 


Die Kammer faBt 52 Liter. Die in der Kammer befindliche Gasmeng 
wird auf 0° Temperatur und 760mm Barometerdruck reduziert, sow 
fiir das Anfangsgas wie fiir das Endgas und die durchgesaugte Luft. 


Anfangsgas. 


Log. 52 1.71600 
Temp. u. Bar.') 9,95068 10 
1,66668 46,417 Liter 


die Menge Luft reduziert 0° und 760 mm Druck befindlich in der 52 Liter 


fassenden Kammer. 


Endgas. 
' Log. 52 = 1,71600 
Temp. u. Bar. = 9,94791 10 
1,663 91 = 46,112 Liter 


Durchgesaugte Luft. 


Log. 390 2.59106 
Temp. u. Bar. 9,95068 — 10 
2.54174 348,14 Liter. 


Jetzt wird mit Hilfe der reduzierten Gasmenge und der gefundene: 
Analysendaten die produzierte CO, und der verbrauchte O, in der Kamme: 
und in der durchgesaugten Luft berechnet. 


1. Anfangsgas in der Kammer. 


1,66668 1,666 68 
0,92065 (Log. von 0,833 Proz.CO,) 0,29809— 1 (Log. von 19,865 Proz. O 
0,587 33— 1 = 0,387 Liter C 0, 0,96477 9,223 Liter 0, 

1,66668 

0,899 17 1 (Log. von 79,282 Proz. N,) 


1,56585 = 36,80 Liter N, 


1) Landolt-Bérnstein, Physikal.-chem. Tabellen, 4. Aufl., Tabelle X 
Berlin 1912. 
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2. Endgas in der Kammer. 
1,663 91 1,663 91 
0,930 44 3 0.29809 l 
0,594 35 ] 0,393 Liter CO, 0,962 00 9,162 Liter 0, 


1.66391 
89918 ] 


,56309 36,567 Liter N, 


3. Durchgesaugte Luft. 


2.54174 2.54174 

0.93095 — 3 0.29805 l 

0,47269 = 2,969 Liter CO, 1,83979 = 69,15 Liter 0, 
2.54174 
0.89918 l 


2.44092 = 276,00 Liter N, 


Da aber das durchgesaugte und das an der Gasuhr abgelesene Respi- 
rationsgas nicht ganz dem Inspirationsgas entspricht, muB mit Hilfe des 
gefundenen N-Wertes eine Umrechnung vorgenommen werden. 


Zum N-Wert der durchgesaugten Luft 276,00 

addiert man den N, des Endgases 36,567 
312,567 und 

subtrahiert dann den N, des Anfangsgases 36,80 

== 275,767 


Liter N, in der durchgesaugten Luft. Mit Hilfe der Forme! 79,07: 100 
vie die abgelesene Gasmenge zu der wirklichen in den Apparat eingesaugten 
Luft erhalte ich den Literwert der Inspirationsluft. 


Also 79,07 275,767 
100 x 
Log. 275,765 2.44055 
Log. 100 - 3 
4.44055 
Log. 79,07 1.8980] 
2.54244 


Logarithmus fiir den Literwert der Inspirationsluft. 


Unter Zugrundelegung der Luftanalyse wird dann der CO,- und O, 
Gehalt berechnet. 


2.54244 2.54244 
0,477 12 —4 (Log. von 0,03Proz.CO,)  0,32015—-1 (Log. von 20,9 Proz. O,) 
0,01956—1 = 0,104 Liter C0, 1,862 59 72,878 Liter 0, 


Stellt man jetzt die zueinander gehérenden Zahien zusammen, so 
erhalt man fiir das Anjfangsgas 

0,387 Liter CO, + 9,223 Liter O, in der Kammer 

0,104 ,, CO,+ 72,878 ,, O,,, ,, AuBenluft 

0,491 Liter CO, —-82,101 Liter O, 
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Fiir das Endgas 
0,393 Liter CO, + 9,163 Liter O, in der Kammer 
2,969 ,, CO, + 69,150 ,, O, ,, ,, durehgesaugten Luft 
3,362 Liter CO, 78,313 Liter /O, 


Aus den Differenzen der CO, bzw. des O, zu Anfang und zum Sch! 
des Versuchs ergibt sich das Endresultat mit: 


3,362 $2,101 
- 0,491 78,312 
2,871 Liter produzierte € 0, 3,759 Liter verbrauchten 0, 


Aus dem Verhaltnis der produzierten CO, und des verbrauchten 0 
berechnet sich ein respiratorischer Quotient von 0,757. 


In 155 Minuten sind produziert . . .. . 2,871 Liter CO, 
»» 155 - » konsumiert .... 3,789 , O, 
— = eee eo ae » co, 
oo ae ee eee a a a ae a ae ee on 


Um aus den gefundenen Gaswerten den Energieverbrauch zu berechnet 
wurde mit Hilfe der Zuntzschen Tabelle die Kalorienproduktion berechnet 


Bei einem Respirationsquotienten von 0,757 entspricht 1 Liter O 
= 4,478 Cal. 


Gesamt-Cal in 24 Stunden 4,478 . 35,20 = 167,14 Cal. 

Cal pro Kilogramm Kérpergewicht = 1,6714: 1360 g = 122,9 Cal. 

Cal pro Quadraimeter Oberfldche = 12838,8 Cal. 

Die Oberflache wird nach Rubner') aus dem Gewicht des Tieres ma 
einer fiir jede Tierart bestimmten Konstante, die beim Huhn 1,019 12 betragt 
berechnet. Die Rubnersche Forme! lautet: 


Oberflache = K. V9. 


Nach diesem Beispiel rechnete ich alle meine Versuche aus, die a: 
schlieBend tabellarisch geordnet sind. 


Ergebnisse. 
I. Am normalen Tiere. 


1. Der respiratorische Quotient, der sich aus meinen Versuchen a! 
den zuniachst normalen Hiihnern bei Ruhe ergab, wies zwische: 
niichternem und hungerndem und lingerem Hungerzustand, wie <i 


in nachfolgender Tabelle zusammengestellten Durchschnittswerte au> 


den einzelnen, zum Teil allerdings nur wenigen Versuchen zeigen, kein 
wesentlichen Unterschiede auf. 


1) Rubner, Zeitschr. f. Biol. 19, 555, 1883. 
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Fiitterungszustand Respiratorischer Quotient By o 
i Tee <6 eee 0,719 1259.2 
24 2 ee ee 0,706 1240.5 
Niol@erm 1... ww ee 0,720 1351,7 
Kropf noch voll... . 0,898 1533.4 


Im vollen Verdauungszustand dagegen war er héher, dem vor- 
wiegenden Kohlehydratumsatz entsprechend. Noch héher hatte ihn 
beim Huhn Regnault-Reiset gefunden mit 0,98, wesentlich niedriger 
Colin mit 0,53, ein Wert, den bereits Groebbels') als sicher zu niedrig 
bezeichnet, wihrend er selbst bei verschiedenen anderen Vogelarten, 
zum Teil sogar bei vorwiegender Fleischfiitterung, Werte von 0,92 
bis 1,92 erhielt, deren auffallende Héhe zunichst unerklarlich bleibt. 
Meine Werte stimmen am besten mit einigen von Gerhartz*) iiberein, 
der beim Huhn in der Ruhe einen respiratorischen Quotienten von 
0,632 bis 0,799 bestimmt. 


Bei Ginsen fand Hari’) im Durchschnitt seiner Hungerversuche 
respiratorische Quotienten von durchschnittlich 0,764, nach ver- 
schiedener Fiitterung = 1,07 bis 1,28, Werte, die sich den von Bleib- 
treu bei Mastgiinsen gefundenen (1,117 bis 1,38) nahern. 


2. Der Energieumsatz meiner Hiihner im Normalzustand bei Ruhe 
geht ebenfalls aus der Tabelle vorher hervor, seine Schwankungen ent- 
sprechen dem jeweiligen Fiitterungszustande. Diese Kalorienwerte 
pro Quadratmeter Oberfliche + 24 Stunden liegen héher als diejenigen 
von Regnault-Reiset*) (787 Cal), Kukein (887 Cal), Rubner®) (1002 Cal), 
fiir das Huhn bestimmten. Naher an meinen liegen die von Hari fiir 
Ginse berechneten (bei Hunger 6,92 bis 1073 Cal, nach Fiitterung 
934 bis 1266 Cal) und direkt kalorimetrisch bestimmten Werte (bei 
Fiitterung 934 bis 1266 Cal, bei Hunger 783 bis 1203 Cal). 

Niedriger liegen noch die fiir Enten*) gefundenen Hungerkalorien- 
werte mit 735 bis 935 Cal pro Quadratmeter und 24 Stunden, wihrend 
Groebbels bei gréBeren Végeln 730 bis 980, bei kleineren aber Werte 
erhielt, die zum Teil noch weit tiber den meinigen liegen, und deren 


1) Groebbels, Zeitschr. f. Biol. 70, 477, 1919. 

*) H. Gerhariz, Arch, f. d. ges. Physiol. 156. 

3) Hari, diese Zeitschr. 78, 313, 1917. 

*) Regnault- Reiset, Recherches chimiques sur Ja respiration des animaux. 
Ann. d. chim. et de phys. 26, 1849. 

5) Rubner, Zeitschr. f. Biol. 19, 555, 1883. 

*) Hari und Kriwuscha, diese Zeitschr. 88, 344, 1918. 
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enorme Héhe vielleicht zum Teil wenigstens durch die bei den klei; 
Végeln kaum zu erzielende Ausschaltung ihrer lebhaften Bewegungey 
erklart werden kénnten. 


II. Nach einseitiger Vagotomie. 


Die Folgen der ersten Vagusdurchschneidung wurden zuniichst 
an der Atemfrequenz gepriift. Diese ergab durchschnittlich vor dey 
Vagotomie 14 bis 16 Atemziige pro Minute, nach der Vagotomic 13 
bis 14 Atemziige pro Minute. 


Es ergab sich somit eine geringe Stérung im Sinne einer Ver- 
langsamung der Atemfrequenz. Ein Sinken der Kérpertemperatur 
konnte nach der ersten Vagotomie nicht festgestellt werden. Die Tem. 
peratur der Tiere betrug durchschnittlich vor der Operation 41,9 und 
am Tage nach derselben 41,7° C. 


Die Berechnung des gesamten Energieumsatzes aus den sofort nach 
der ersten Vagotomie (in einem Falle erst am darauffolgenden Tage) 
am niichternen Tiere angestellten Respirationsversuche ergab mit 
durchschnittlich 1216,2 Cal pro Quadratmeter + 24 Stunden (gegen 
1351,7 Cal durchschnittlich bei Normalzustand) eine immerhin merk. 
liche Herabsetzung. Dieselbe glich sich im Laufe weniger Tage fast 
véllig wieder aus, wie der Durchschnittswert aus drei am 4. bis 12. Tage 
nach der ersten Vagotomie angestellten Versuchen mit 1307,7 Ca! er- 
kennen labt. 


Auch die Verlangsamung der Atemfrequenz hatte sich nach Verlauf 
einiger Tage ziemlich ausgeglichen. Aus diesem Verhalten ergibt sich 
wohl die Méglichkeit, die voriibergehende Herabsetzung des Energie. 
umsatzes nach der einseitigen Vagotomie auf die Verringerung der 
Atemfrequenz zuriickzufiihren. Es stellt sich somit heraus, dab ent- 
sprechend der Verringerung der Atemfrequenz indirekt auch dis 
Regulationsstérung des Chemismus der Atmung nicht sofort durch den 
anderen noch vorhandenen Vagus voll ausgeglichen wird, daf dies 
vielmehr auch erst in einigen Tagen geschieht. Dieses Ergebnis war 
nicht ohne weiteres zu erwarten; es hitte vielmehr nach vielfach herr- 
schenden physiologischen Ansichten angenommen werden kénnen 
(auf Grund der doppelten Sicherung, die in der _beiderseitigen 
Nervenversorgung liegt), daB sofort nach der Stérung des 
Atmungsmechanismus durch die Ausschaltung des einen Vagus 
auf den Wegen der noch erhaltenen Nervenbahnen ein Aus- 
gleich wenigstens so weit stattfinde, da8 der normale Gas. 
wechsel und Energieumsatz ungestért blieb. Dies war indessen 
nicht der Fall; die Stérung des Stoffwechsels trat ein, die vor- 
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; T ee . s 
handenen Nervenwege muBten fiir die Ubernahme der Mehr- 
leistung erst gebahnt werden. 


III. Nach beiderseitiger Vagotomie. 

Das vikariierende Eintreten eines Vagus in die Funktion des 
inderen nach dessen Durchschneidung ist eine auch hinsichtlich der 
motorischen Vagusfunktion am Verdauungsapparat bekannte Tat- 
sache. Gerade bei Hiihnern hat Mangold!) nachgewiesen, dab die 
eintretende Verlangsamung der Magenrhythmik nach einseitiger Vago- 
tomie schon nach wenigen Tagen behoben ist. Ebensowenig nachhaltig 
ist offenbar die anzunehmende Beeinflussung des Kropfes. Der etwas 
langer dauernde Fiillungszustand des Kropfes nach der Fiitterung ist 
nach einigen Tagen wieder behoben. 

Anders verhalt sich dies nach der zweiten Vagotomie. Hiernach 
erfolgt zwar eine auBerordentlich starke Verlangsamung und nur noch 
irregulare Rhythmik des Hiihnermagens, wie aber die Versuche von 
Zander*), Mangold und meine eigenen zeigen, vermag der Magen seinen 
Inhalt noch restlos in den Darm zu entleeren. Der Kropf dagegen 
verharrt vom Augenblick der zweiten Vagotomie an in totaler moto- 
rischer Lahmung; sein Inhalt fallt ohne auch nur ein einziges Korn 
oder einen Tropfen Fliissigkeit weiterzugeben, der bakteriellen Zersetzung 
inheim und stagniert bis zu dem durch Inanition erfolgenden Tode, 
wie wir Zander voll bestitigen kénnen. Bei Tauben tritt der Tod nach 
Zander in spiitestens 9 Tagen ein. Von meinen Hiihnern iiberlebten 
die einzeitig operierten die doppelte Vagotomie noch durchschnittlich 
6 Tage, die zweizeitig operierten durchschnittlich 5 bis 6 Tage (ein 
Huhn lebte jedoch noch 21 Tage), so daB sich mit Bestimmtheit kein 
wesentlicher Unterschied zugunsten der zweizeitig operierten Tiere 
ergab. 

Die Wirkungen der doppelseitigen Vagusdurchschneidung auf den 
itmungsapparat der Hiihner fallen unmittelbar ins Auge. Der Hals 
wird weit vorgebeugt, der Schnabel unter Vorstrecken der Zunge 
maximal geéffnet. Der Kamm verfarbt sich ins bliuliche; im ganzen 
das Bild einer auBerordentlich stark dyspnoischen Atmung. 


Die Temperatur, gemessen im Rectum, fallt meist um etwa 2°C. 
Sie betrug vor der Operation durchschnitilich 41,8°C, kurz nach der 
Uperation durchschnittlich 39,7°C, einen Tag nach der Operation 
40,2°C. Es ist also gewoéhnlich in den nichsten Tagen wieder ein leichtes 


1) E. Mangold, Pfliigers Arch. 111, 163, 1906. 
*) R. Zander, Pfliigers Arch. 19, 427, 1879. 
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Ansteigen zu beobachten, jedoch erreicht dieser Anstieg nie mehr die 
normale Temperaturhéhe. Zander fand bei doppelseitig vagotomiertey 
Tauben die gleichen Symptome ; der anfangliche Temperaturfall war be; 
seinen untersuchten Tieren starker und betrug bis zu 6°C, manchma! 
noch dariiber. Fast in jedem Falle beobachtete er aber wieder einen 
Anstieg, der indessen die normale Temperatur nie wieder erreichte 
Auffallend ist bei Zander das anfinglich sehr starke Sinken der Kérper- 
temperatur bei Tauben nach der bilateralen Vagotomie. Mir scheint 
Zanders Erklirung hierfiir, daB nach diesem Eingriff in den Lungen 
eine Hyperimie entsteht und demzufolge die Blutmenge, die im Kérper 
kreist, kleiner wird, nicht einleuchtend; denn bei der kleinen Blut- 
menge, die die Vogellunge nur fassen kann, ist diese als Ursache einer 
so groBen Temperaturverschiebung kaum denkbar. Die durch die 
Lahmlegung der Funktion der Nn. vagi ohne Frage herbeigefiihrte 
Anderung im Stoffwechsel kénnte man eher als Erklarung fiir diese 
Erscheinung heranziehen. Was die Pulszahl bei Tauben betrifft, so 
erfahrt diese unmittelbar nach der bilateralen Durchschneidung eine 
gewaltige Erhéhung, meist tiber das Doppelte. Dann folgt nach 
2 Tagen ein ganz allmiahlicher, bis zum Tode anhaltender Abstieg, 
der aber auch die Norm nicht mehr erreicht. Sie ist also immer erhéht 
und bleibt es auch bis zum Tode. 


Bei meinen Hiihnern treten diese Symptome nicht so scharf in den 
Vordergrund. Wie es scheint, reagiert der Puls bei Hiihnern nicht in 
derselben Weise wie bei Tauben auf diesen Eingriff, worauf Stiihel') 
schon aufmerksam machte. 


Die Atemfrequenz sinkt nach der beiderseitigen Vagusdurchschneidung 
ganz erheblich, durchschnittlich von 14 bis 16 Normalatmungen auf 
8 bis 10, nach einigen Stunden beschleunigt sie sich aber wieder bis 
auf etwa 10 bis 12 Atemziige pro Minute. Gleichzeitig wird die Atmung 
ruhiger. Die -Versuchstiere, die nach der bilateralen Vagotomie ihre 
Atemnot in der Weise zum Ausdruck brachten, daB sie den Schnabel! 
maximal 6ffneten und éfter mit den Fliigeln schlugen, éffneten gewohn- 
lich einen Tag spiter den Schnabel nur halb, ohne noch diese Unruhe 
zu bekunden. Nach Zanders Untersuchungen traten diese Symptome 
an vagotomierten Tauben noch deutlicher hervor. 


In meiner hier vorliegenden Arbeit erfaihrt die Untersuchung 
doppelseitig vagotomierter Hiihner gegeniiber der Arbeit von Zander 
nach verschiedener Richtung hin eine Erweiterung, da ich bei einem 
Teil meiner Versuchstiere die Vagi gleichzeitig durchschnitt, bei einem 
anderen Teile aber zweizeitig, und zwar so, daB zwischen erster und 


1) Stiibel, Pfliigers Arch. 135, 1910. 
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zweiter eine gewisse Zeit, meist 3 bis 4 Wochen verstrich. Der Zweck 
dieses Verfahrens war einmal der, festzustellen, um wieweit sich der 
durch die einseitige Durchschneidung erfolgte veranderte Zustand des 
Gaswechsels und Energieumsatzes im Verlauf der weiteren Zeit behebt, 
und ferner, ob bei zweizeitiger Durchschneidung die Symptome bei 
dem zweiten Eingriff andere waren, wie bei der gleichzeitigen bilateralen 
Vagotomie. Hierbei wurde an die Méglichkeit einer etwaigen Uber- 
nahme der dem N. vagus zukommenden, die Atmung regulierenden 
Funktionen durch andere Nervenfasern gedacht, wie auch an die schon 
von Grober!) angenommenen extravagalen, die Atmung beeinflussenden 
Impulse. Ferner durchschnitt ich bei einem Tiere den Vagus zweizeitig 
in dem kiirzeren Zeitabstand von 5 Tagen, um auch hier eventuelle 
Unterschiede erfassen zu kénnen. 

Vergleicht man nun den Gesamtumsatz nach der doppelseitigen 
Vagotomie, wie er sich aus dem am Tage dieser Operation, in zwei Fallen 
am folgenden Tage, angestellten Respirationsversuchen ergibt, so 
driickt sich in den einzelnen (s. Versuchstabellen) — wie in dem durch- 
schnittlichen Wert von 1148,8 Cal pro Quadratmeter und 24 Stunden 
ein betrachtlicher Abfall des Gaswechsels und Umsatzes gegeniiber 
den normalen und den gleich nach der ersten Vagotomie gefundenen 
Werten aus. Dieser Abfall steht durchaus im Einklang zu dem der 
Korpertemperatur und Atemfrequenz. Dabei diirfen die Kalorienwerte 
eher noch als zu hoch angesehen werden, da es in den ersten Versuchen 
nach der doppelten Vagotomie infolge der motorischen Unruhe und der 
die dyspnoischen Atembewegungen begleitenden Allgemeinbewegungen, 
Aufspringen und Fliigelschlagen, nur schwer gelingt, wirkliche Ruhe- 
werte zu erhalten. 

Ein wesentlicher Unterschied bestand dabei nicht zwischen den 
ein- und zweizeitig vagotomierten Tieren. Immerhin wiirde der tat- 
sichlich vorhandene Unterschied der Kalorienwerte, die bei den ein- 
zeitig operierten im Mittel 1125,5 und bei den zweizeitigen 1171,6 Cal 
betragen, falls man diesen geringen Unterschied, noch dazu in An- 
betracht des fiir diese Feststellung eigentlich zu geringen Versuchs- 
materials, iiberhaupt deuten will, in dem wie oben gesagt eventuell 
erwarteten Sinne sprechen, daB die Wirkung der zweiten Vagotomie 
auf die Atmung und den Gaswechsel nicht so stark ist, wenn sie zwei- 
zeitig ausgefiihrt ist, als wenn sie in einer einzigen Operation voll- 
zogen wird. 

Gleich nach der doppelten Vagotomie konnten die Tiere ohne 
weiteres noch als Niichterntiere und am Tage darauf als eintagige 


1) J. A. Grober, Pfliigers Arch. 76, 427, 1899. 
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Hungertiere in ihrem Stoffwechsel mit ihrem normalen oder « 
Zustand nach der ersten Vagotomie verglichen werden. Der Abf 
am ersten Tage, auch wenn die zweite Durchschneidung lange nach 
der ersten stattgefunden hatte, beweist, daB nach diesem Eingriff 
die nervése Regulierung keinerlei Sicherungen und Auswege 
Organismus vorhanden sind, die eintreten kénnten, um den Stoffwechse! 
wenigstens einigermaBen auf der Norm zu halten. Die enorme dys. 
pnoische Vertiefung der einzelnen Atemziige ist bei der starken Herab- 
setzung ihrer Frequenz weit entfernt, die Sauerstoffzufuhr auch nur 
annahernd auf normaler Héhe zu halten. Der regelmaBig zu beob- 
achtende weitere Abfall des Umsatzes auch am Tage nachher (siehe 
Versuchsprotokolle) zeigt, daB im Gegensatz zu dem _ Verhalten 
nach der ersten Vagotomie jetzt tiberhaupt keine Tendenz zum 
Ausgleich mehr hervortritt. Uber die in den weiteren Tagen nac! 
der doppelten Vagotomie angestellten Versuche ist zu sagen, da 
sie ausnahmslos ein von Tag zu Tag weiteres Absinken des Unm.- 
satzes ergaben. Hier setzt nun die infolge der totalen Kropf. 
lahmung bestandig fortschreitende Inanition ein, an der die Tier 
zugrunde gehen. 


Zusammenfassung, 


Bei normalen Hihnern ist der respiratorische Quotient im niich- 
ternen Zustande 0,72, in 24- bis 48stiindigem Hunger 0,706 bis 0.719 
bei voller Verdauung 0,898. 

Als Ruheumsatz ergab sich durchschnittlich: Niichtern 1351.7 
bei Hunger 1240,5 bis 1259,2; bei voller Verdawung 1533,4 Cal pr 
Quadratmeter Oberfliche und 24 Stunden. 

Einseitige Durchschneidung des N. vagus bewirkt als Folge der 
Stérung der Atemmechanik eine Herabsetzung des Energieumsatzes 
die sich durch das vikariierende Eintreten des zweiten Vagus in wenige! 
Tagen ausgleicht. 

Die beiderseitige Vagotomie hat unmittelbar einen noch starkeren 
Abfall des Umsatzes zur Folge. Dabei besteht kein wesentlicher Unter- 
schied, je nachdem die Durchschneidung des zweiten Vagus sofort oder 
erst lange Zeit nach der des ersten erfolgt. 

Eine Tendenz zum Ausgleich der Herabsetzung des Stoffwechsels 
tritt hiernach nicht mehr hervor. 

Die Hiihner gehen nach der beiderseitigen Vagotomie infoly: 
der bleibenden totalen Laihmung der Kropfbewegung an Inanitiv. 
zugrunde. 
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Photoaktivititsstudien. 


I. Mitteilung: 


Einwirkung verschiedener Vitamintriiger, besonders des Lebertrans, 
auf die photographische Platte. 


Von 
Hermann Vollmer. 
(Aus dem Kaiserin-Auguste-Victoria-Haus. 
(Eingegangen am 10. April 1926.) 


Mit 15 Abbildungen im Text. 


Die zentrale Stellung, die das Sonnenlicht in der Pathogenese und 
Therapie der Rachitis einnimmt, labt an die Méglichkeit eines ,,Licht- 
stoffwechsels** im menschlichen Organismus denken, als dessen Stérung 
die Rachitis aufzufassen wire. Diese Idee hat an Kiihnheit verloren 
seit die antirachitische Aktivierung inaktiver Stoffe durch Strahlen- 
energie, seit die Abhingigkeit des Vitamingehalts der Pflanzen und 
Friichte vom Mabe der Sonnenexposition und seit die ,,Photo- 
iktivitat’’ gewisser Vitamintriager, besonders des Lebertrans, erkannt 
worden sind. Auch die Rolle, die der Phosphor im Blutchemismus 
der Rachitis spielt, laBt daran denken, daB ihm seinem Wortsinn 
gemaB, eine Funktion in diesem hypothetischen Lichtstoffwechsel 
zukommt, wenn auch die Verbindungen, in denen der Phosphor im 
Blute vorkommt, nicht die gleichen photochemischen Eigenschaften 
besitzen wie reiner Phosphor. Mit dem weiteren Ausbau der jiingsten 
wissenschaftlichen Entdeckungen diirfen wir hoffen, da sich in abseh 
barer Zeit ein ganzer Kreis schlieBen wird, der die Strahlenenergie mit 
den Vitaminen und vielleicht auch mit den innersekretorischen Driisen 
verbindet und mannigfache Beziehungen zur englischen Krankheit 
aufweist. Erfiillt sich diese Erwartung, so werden sich daraus auch 
neue Einsichten in die Natur der einzelnen Glieder dieser Kette und 
in den tieferen Grund ihrer Zusammenhange ergeben 


In unseren Studien gingen wir von der Zufallsentdeckung des 


Japaners K. Takahashi aus, daB Biosterin (Vitamin A-Praparat), einer 
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photographischen Platte ausgesetzt, auf dieser einen entwickelb 
..Belichtungseffekt" ergibt Dieser imposante, spiter von Han 
weiter ausgebaute (Lebertran, Olivenél, Cholesterin usw.) Befund 
die Gemeinsamkeit des Sonnenlichtes und Lebertrans hinsichtlich j 
intirachitischen Wirkung begreifen und auf die .,Strahlenemiss 
zuriickfiihren, ein Begriff, der spiter noch zu erlautern sein wird. Nact 
AbschluB unserer Untersuchungen wurde uns eine wichtige danis 
Arbeit von Haxthausen bekannt, der nach dem bisher zuginglic| 
Referat in ganz ibniicher Weise vorging und zu den gleichen Result 
und Deutungen kam wie wir. So behalt ein Teil dieser Mitteilung yi; 
seine Berechtigung als Bestiitigung der Ergebnisse Haxthausens 


Hamanos, die dadurch an Wert gewinnt, daf wir véllig unabhinyig 


von Haxthausen zu unseren Resultaten kamen. 

Wir bringen hier und in den folgenden Mitteilungen eine grol} 
Reihe von Befunden, ohne zuniachst auf ihre Bedeutung fiir das Ker 
problem einzugehen, die erst durch weiteren Ausbau des groben Arhe 
gebiets richtig erfabt werden kann. 

Zur Methodik sei kurz bemerkt, daB wir fast ausschlieBlich mit 
sehr lichtempfindlichen Agta-Ultra-Spezialplatten arbeiteten. Die 8 
stanzen wurden in flachen, lichtundurchlassigen Schalen derart exponi 
daB zwischen Platte und Substanz ein Abstand von durchschnittlich 51 
eingehalten wurde. Die Schichtseite der Platte lag immer der Subst 
zugekehrt. Die Exposition nahmen wir in lichtundurchlassigen Holzkist 
vor, bei einer Expositiongdauer von 20 bis 24 Stunden. Die Bestral 
der Substanzen wurde mit der Bachschen Héhensonne in einem Absta 
von 30 bis 50 em verschieden lange Zeit ausgefiihrt. 

Die photographischen Platten wurden zur Verdeutlichung an 
schwacher Effekte vom Verlag so reproduziert, daB die Platten auf ¢ 
weiBen Unterlage zunichst im auffallenden Licht photographiert) wurd 
Dadureh sind alle hier abgebildeten Lichtflecke etwas starker als diejeni 
welehe wir durch einfaches Kopieren det Original platte aut Gaslicht pay 
erhielten. Die Helligkeitsunterschiede der einzelnen Effekte auntereinat 
wurden durel dieses Reproduktionsverfahren im allgemeinen nicht 
indert. Nurin Abb. 10 ist eine geringe Verschiebung eingetreten. In dir 
und abnilichen Fallen sind dlie Angaben mn Text mabyebend, lene 
Besichtigung der Originalplatten im durchtallenden Licht zugrunde |i 


Befunde. 
1. Lebertran. 

1. In Ubereinstimmung mit Hamano und Haxrthausen fanden wit 
woOhnlichen Lebertran photoc hemisch wirksam. (Der Einfachheit ha 
bezeichnen wir die Eigenschaft, auf photographischen Platten entwickell! 
Effekte auszulésen, als ,,Photoaktivitat’, die Substanzen mit dieser Ei; 
schaft als ,,photoaktiv’, ohne damit tiber das Wesen des Phiainomens 


nachst etwas aussagen zu wollen.) Durch Bestrahlung mit der kiinstli 
Héhensonne wird diese Photoaktivitadt gesteiqert. Abb. 1 zeigt die Eff 
von unhestrahltem, 1, 2, 3, 4 und 5 Stunden bestrahltem Lebertran 
laBt erkennen, daB die Wirkung mit zunehmender Belichtungsdauer 
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4. Sowohl gewéhnlicher als vorbestrahlter Lebertran verliert 
Photoaktivitat nicht durch einstiindiges Erhitzen im Wasserbade auf 
Ihre Aktivitét wird durch einstiindige Bestrahlung nach dem Er! 
vesteigert 

5. Halbstiindiges, direktes Kochen des Lebertrans bei voller Fla 
zerstért unter Veriainderung der Farbe seine Photoaktivitat. Der gek 





Abb. 2 
| Lebertran, unbestrahlit 3 Lebertran, 2 Stunden bestrahit 
2 Phosphorlebertran 0 )1 : 100, unbestrahlt 4 Phosphorlebertran, 2 Stunden bestra 





Abb. 3 
1 Lebertran, in offener Schale 2 Stunden bestrahlt 
4 Lebertran, unbestrahlt 
3 Lebertran, in zugeschmolzenem Reagenzglas 2 Stunden bestrahlit 
Lebertran wird durch Héhensonnenbestrahlung reaktiviert) und rey | 


auch bei tagelangem Stehen in diffusem Tageslicht seine Wirksa1 
wieder 


6 Wasserstof//superoxyd zeigt sich bekanntlicl schon bei k 


Expositionsdauer photochemisch stark wirksam. Durch Sonnen- und { 
violettbestrahlung zerfallt H,O, und verliert allmahlich diese Wirl St 
DemgemaB sahen wir auch die Photoaktivitat des Lebertrans unter H.O 

Zusatz stark zunehmen. So kamen wir aéhnlich wie Hazxthausen, aber 











Photoaktivitatsstudien. | 171 


ingig von ihm, zu der Ve rmutung, cv photoche musche Wirkung des 
rtrans sei durch in ihm enthaltene Superoxyvde bedingt und habe m 


echten Lichtwirkung nichts zu tun ( Russeleffebt) 
7. Um das im Lebertran angenommene H,O, zu vernichten, setzten 
dem Lebertran Formaldehyd za. Obwohl es waihrend der Exposition 
Lebertran bedeckt war, also mit der Plattensehicht nicht in unmittelbare 
ihrung kam, blieb der photographische Effekt aus. Bestrahlung des tibet 
aldehyvd stehenden Lebertrans fihrte nicht zu einer Reaktivierm 
h eimstindiges NSchiitteln erzeugte Formaldelhyd-Lebertran-Emulsion 
cht photoaktiv, zerstért aber die Schicht der photographischen Platt 


30stiindigem Stehen setzt sich aus dieser Emulsion klarer Lebertran 





Abb. 4. Lebertran 


1 2 Stunden bestrahit, dann im Wasserbad 1 Stunde aut 1()" erhitzt 
2 1, nach dem Erhitzen 1 Stunde bestrahlt 
3 unbestrahiter Lebertran, 1 Stunde auf 100° erhitzt 
4 3, 1 Stunde bestrahlit 
der isoliert noch deutlichen Formaldehvdgeruch aufweist Dieser 
Lebertran verandert immer noch die Plattenschicht, olme auf ihn auch 
h zweisstiindiger Bestrahlung emen entwickelbaren Effekt zu er 
wen 
8. Ebenfalls zum Zwecke der H,O,-Vernichtung wird schwejlige Sdure 
20 Minuten in Lebertran eingeleitet Der Lebertran erhalt dadurch eine 


nkelbraune Farbe und verliert an Photoaktivitat, ohne sie jedoch ganz 
zubuBen 
9. Die Beweiskraft der vorausgehenden Versuche ist anfechtbar. 
Photoaktivitatsverlust bzw. Verminderung des Lebertrans wohl als 
Folge der Vernichtung des Wasserstoffsuperoxyds, aber auch eines anderen 
Lebertranbestandteiles aufgefait werden kann, welcher der Trager det 
tochemischen Figenschaft sein kénnte. Wir versuchten darum einen 
rekten H,O,-Nachweis durch die Jodkaliumstarkereaktion Sch iittelt 
in Lebertran mit frisch bereiteter Jodkaliumlésung, der einige Tropfen 
Starkelésung zugesetzt werden, so tritt Blaufarbung auf, als Zeichen dafiir. 
Lebertran aus Jodkalium freies Jod abzuspalten vermagd Dali diese 


iktion nicht etwa durch im Lebertran enthaltenes freies Jod zustande 
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kommt. beweist der negative Ausfall des Jodnachweises durch St 
Damit ist im Lebertran die Existenz einer oxydierenden Substanz erw 
die aber nicht notwendig ein Superoxyd sei mul 


10. Am Lebertran und wie wir spiter sehen werden, auch an ane 


Substanzen gelingt es sehr schén zu zeigen, daB zwischen der lnt 
-_ toe ee — 
0 i 2 3 : m ? 





lodkaliumstarkereaktion unbestrahlten, 1, 2, 3, 4 und 5 Stunden bestrahlten Lebertra 


der photochemische) Wir meg Ww l der Jodkaliumsta kereak mr eu 


Parallelismus bestelit Den in Abb. | wiedergegebenen photogray 
Effekten verschieden lange bestrahlten Lebertrans entsprechen di 


dargestellten Jodkaliumstiarkereaktione n 





Abb. 6 | atherischer Lebertranextrakt 2 Ather 


r Reaktion vom unbestra 


Wir sehen hier ein graduelles Ansteigen d 


bis zum 3-Stunden-bestrahlten Lebertran; dariiber hinaus wird die Reak 


wie wir es in gleicher Weise von den Photoaktiy 


nicht mehr intensiver, 
Unter der Voraussetzung, dab Photoakt 


effekten feststellen konnten. 
und antirachitische Wirkungen des Lebertrans einandet 
Beobachtung die Méglichkeit. die Wirksamke 


parallel 


ergibt sich aus dieser 


schiedener Lebertrane jodometrisch zu bestimme 








zugler h 
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Ll. Lebertranextrakte 


scher Lebertranextrakt ist stark photoaktiv. Diese Eigenschaft 


das Vermégen, Jod aus Jodkalium in Freiheit 


1 se ‘ 
i } 


tzt auch Ather in hohem Grack 
2. Alkoholischer Lebertranextrakt ist schwach photochemisch wirksan 


l 

13. Sechiit 
rtran und 
ilsion, die 


r 
iL 


stehen, 
einander a 
ien wollen 


Lebertra 


telt man im Scheidetrichter 1 bis 2 Stunden gleiche Mengen 
destilliertes Wasser, so bildet sich eine dickfliissige weibe 
nicht photoaktiv ist. LaBt man diese Emulsion etwa 2 bis 
so setzen sich Lebertran und sein wasseriger Extrakt klar 
b. Dieser wdsserige EF xtrakt den wir kurz Lebertranwasser 

ist nach Filtration klar oder leicht getriibt, riecht schwacl 
n, reagiert sauer (bis py, 3,2), gibt einen deutlichen photo 


phischen Effekt und eine positive Jodkaliumstirkereaktion 


Abb. 7 ze 


ewan heme 


igt die Wirkung des wasserigen Lebertranextraktes, ck 


n Lebertrans und des Lebertrans, der als Ausgangsmaterial 





Abb 
Lebertrar R susgewaschener Lebertran , wasseriger Lebertranextrak 
t Uberraschenderweise sind Lebertranwasser und ausgewaschenene! 
rtran starker photoaktiv als genuiner Lebertrar Die Ausschiittel 
Wasse) nizieht also dem Lehertrai photoaktive Substanzes md reat 
ich shve Newhilduna as 
Durch einstiindige Ultraviolettbestrahlung wird genuiner Lebertrat 
tarker aktiviert als die beiden aus der Lebertran-Wasser-Emulsion 
nnenen Bestandteil 
14. Lebertran wird | Stunde mit gleicher Menge destillierten Wasser 
schiittelt. Nach klarem Absetzen des wasserigen Extraktes vom Trat 


Wa 


’ 


\ 


rd das Lebertranwasser aus dem Scheidetrichter abgelassen und filtriert 


zuruckbleil 
ssers verset 
r wiederholte 
Fewotimenen 
iterial diene 
erstes Resu 


vende Lebertran wieder mit der gleichen Menge destillierter 
zt und von nevem I Stunde geschiittelt Dieser Pri 
fuswaschung wird im ganzen viermal durchgetthrt Dix 
acht Substanzen werden zusammen mit dem als Ausgat 
nden Lebertran der photographischen Platte ausgesetzt 


ltat erhielten wir eine weitgehende photoaktive Uberk 


Lebertranwassers I tiber alle anderen Substanzen. Die ein- bis viermal 
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ausgewaschenen Lebertrane erwiesen sich als schwach aktiv, wie wit 
muten deshalb, weil sie aus dem Emulsionszustand noch nicht zu 

kommenen Klirung ibergegangen waren. Wirsahen jafriiher, daB Lebert 
Wasser-Emulsion photochemisch inaktiv ist. Tatsachlich verandert: 

der Effekt der gleichen Substanzen schon am folgenden Tage, nachden 
ausgewaschenen Trane sich vollkommen geklairt hatten Nun ergah 
folgende Photoaktivitatsskala : 


Ausyewaschener Lebertran | 

I! 

II! 

“m 1\ 
Lebertranwasser | 


Genuiner Lebertran 


Lebertranwasser I] . = 0 
11] ; ote ee 0 
I\ er 0 


Demnach gewinnt nur der erste, nicht aber die folgenden wiasser 
Lebertranextrakte, photoaktive Eigenschaft, die graduell sogar de1 
genuinen Lebertrans tiberlegen ist. Andererseits beraubt auch wieder! 
Ausschiittelung mit Wasser den Lebertran nicht seiner Photoaktiy 
sondern verstarkt diese sogar gegeniiber der Wirksamkeit des Ausga: 
materials Einstiindige Héhensonnenbestrahlung verstirkt zwar 
Photoaktivitat des Lebertranwassers I, verleiht aber dem Lebertra 
wasser I], III und IV keine photochemische Wirksamkeit. Einstiindig 
Ultraviolettbestrahlung der ausgewaschenen Trane I bis IV verstarkt 


\ktivitat noch weiter. 


15. Wasseriger Lebertranextrakt behalt soweit wir bisher tiberse! 
konnen seine Photoaktivitat viele Wochen in unverancdertem Ma 
Durch UVtravioletthbestrahlung wird seine Wirksamkeit jedoch nicht rex 
mabig erhéht, gelegentlich wird sie auch vermindert. Durch lar 


Bestrahlung eingeengtes Lebertranwasser ist regelmaBig etwas star! 
photoaktiv als das Ausgangsmaterial, ohne dali die Wasserstoffior 
konzentration und die Intensitaét der Jodkaliumstarkereaktion durcl 
Bestrahlung verandert wird. 

16. Die Aktivitat des Lebertranwassers wurde in einem Falle du 
Kochen (15 Minuten) zerstért, bei allen anderen Praparaten blieb sie a 
bei langerem Kochen crhalten, teils unvermindert, teils vermindert. Dies 
schwankenden Resultate scheinen sich aus einer Interferenz des aktivit 
herabsetzenden Kochprozesses und der aktivitétssteigernden Volume 
einengung durch das Erhitzen zu ergeben. 

17. Die Photoaktivitdt des wdsserigen Lebertranextraktes erweist 
als gesetzmaBig abhdngiqg von seiner Wasserstoffionenkonzentration. | 
verschiedenen Praparaten zeigen sich diejenigen am wirksamsten, dit 
niedrigsten Wasserstoffexponenten haben. Eine ahnliche Abstufung, jed 
keinen vollkommenen Parallelismus zeigt die Intensitat der Jodkal 
starkereaktion. In emmem Versuch ergab sich: 





Lebertranwasser 1 2 3 4 5 


Po 7a ee ; 4.1 4.5 5.1 58 8.3 
Jodkaliumstarkereaktion : 1 4 i i | ( 
Photoaktivitat . . -_— ’ - -- = 
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Abb. 8 
l Lebertran 
3 ausgewaschener Lebertran | 
5 Il, 
7 Il 
9 I\ 








Abb. 9. Wasseriger Lebertranextrakt 


2 Stunden bestrah! 
inbestrahit 
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Die Jodkaliumstirkereaktion kann also trotz Verlustes der P 


aktivitat unter Alkalieinwirkung noch positiv sein, 
folzende Tabelle una 


Ein genaues Bild 
die Wirkung von Saure- und Alkalizusiatzen gibt 


zugehdorige Abb. 10 





Abb. 10 
Einflu von Saure und Alkali aut die Photoaktivitat des wisseriger 
Lebertranextrakts 





Nr l 2 3 4 5 é 
Wasseriger Lebertran 
extrakt in cem . » 5 5 5 5 5 
n/l0 HCl in cem 1.6 08 04 0 0 0 
nl0 NaOH in ccm 0 0 0 0 0.4 08 
0 Os 12 1.6 12 OS 


Aqua dest. in ccm 
Jodkaliumstirkereaktion 
Photoeffekt 
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Sdurezusatze verstdrken demnach die Photoaktivitdt des Lathe anwassers 
ein geringes, wahrend schon kleine Alhkalizusdize sie vrernichte) Dabei 
bemerkenswert, dal} das an sich wasserklare oder leicht getriibte Lebertran- 
sser beim Ubergang in die alkalische Reaktion nach Art eines Indikators 


n kraftiges Gelb umschlagt. 


18. Normosalldsung und Lebertran werden zu gleichen Teilen | Stunde 
schiittelt. Die daraus entstehende Emulsion scheidet sich im Gegensatz 
r Lebertran-Wasser-Emulsion schon nach kurzer Zeit in Tran und wasserige 
sung Dieser Normosalextrakt ist photochemise h inaktiv und gibt keine 
Ikaliumstarkereaktion. Das gleiche Ergebnis zeigt die Lebertranemulsion 

lproz. KCI- und Lproz. CaCl,-Losung. Die aus der Emulsion sich rasch 
setzenden Salzlésungen sind nicht photoaktiv, wahrend der aus diesen 
mulsionen sich absetzende Lebertran seine Photoaktivitat behalt Die 
otochemische Unwirksamkeit dieser Salzlésungen erklart sich offenbatr 
s ihrem osmotischen Druck, der in der Lebertranemulsion an den Grenz 
chen das Findringen der photoaktiven Substanz in die Salzlésung 


rhindert Die Art der Lonen spielt dabei keine Rolle 





Abb. 11 
| Iproz. K Cl-Lésung Lebertranextrakt 
2 I proz. Ca Cly-Lésung — Lebertranextrakt 
3 yenuiner Lebertran 
4 mit Il proz. KCl*-Losung ausgewaschener Lebertrar 
5 mit I proz. CaCl,-Losung ausgewaschener Lebertrar 


19. Setzt man dem wiasserigen Lebertranextrakt dagegen erst nacl 
traglich NaCl. KCl, CaCl, oder Rohrzucker zu. so wird dadurch die Photo- 


iktivitat in keiner Weise beeintrachtigt 


20. Ob dem wasserigen Lebertranextrakt antirachitische Kigene 
chaften zukommen, wird im Tierexperiment untersucht Uber seu 
enalindhnliche Blutzuckerwirkung (initiale Hypergivkamie, sekundare 


Hypoglykamie) wird in einer der folgenden Mitteilungen berichtet 
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Abb. 12 


2 Stunden bestrahit 


Schweinetett 
; weife Butter 
5 gel “% Butter 
Frauenmilchtett 


Oliveno 


eino 
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111. Fette und Ole. 


21. Schweinefett, weiBe und gelbe Butter sowie Frauenmilchiett weben 





nen photographischen Effekt. Durch zweistiindige Héhensonnen 
trahlung werden sie photoaktiv, ihrer Intensitaét nach in folgender 
hentolge: Schweinefett velbe Butter weibe Butter Frauenmilch- 
t (teilweise Bestatigung Hamanos). 


22. Im Gegensatz zu Haxthausen fanden wir auch unbestrahlte Ptlanzen- 
wie Oliven-, Lein- (Abb. 12), Cedern-, Lavendel-, Eucalyptus 
1 Terpentiné! zum Teil sehr stark photoaktiv Die 
Wirkung dieser Ole scheint in 


Erdnub- 
photon hemiusche 
einem gewissen Zusammenhang mit der 
Intensitat ihres Geruchs zu stehen. So glauben wir auch Aktivitats- 

randerungen vlex her Ole bel Exposition an vers hiedenen Tagen aul dle 
\bnahme ihres Geruchs zuriicktiihren zu diirfen. Als Beispiel fiihren wir die 
\ randerungen folgender Rethe an: am ersten Tag: Terpentinol 


Cedernol 
Lavendeldl Fucalyptus- und Erdnutdl 


24 Stunden spater: Terpentinél Lavendeldl 
ptusdl Erdnubdél (Abb. 13) 


Cedernodl Kuca 





Abb. 13. Unbestrahlit 


Terpentinél. 2 Lavendeldél. 3 Cedernol. 4 Eucalyptusol. 5 Erdnufol 

23. Die Photoaktivitdt dieser Ole geht ungefablr ¢h 

s Jodkalium abzuspalt vn. parallel 
Reihe (vel. Abb. 13): 


rew lermaaer Jod 


Ideal ist diese Beziehung bei folgende 





lerpentin Lavendel Ceder Eucalyptus Erdnuf 
Photoeffekt 
Jodkaliumstarkereaktion 
24. Durch zweistiindige Bestrahlung gewinnen Terpentin-. Lavrendel-, 
Cedern . Eucalyptus-, ErdnuB-. Camphe - Nelken m Oliven . Len P Ric nusol 
ne starke, Paraffinél nur eine ganz geringe oder gar keine Photoakt tat 
Und zwar sind die Effekte von Terpentin-, Nelken-, Lavendel-, Ceder 
nd ErdnuB6él denen des Lebertrans iiberlegen $8 Stunden nach det 


Bestrahlung ist nur bei Nelkenél eine Abschwachung der Wirkung z 
beobachten. Dieses O] hat sich als einziges unter der Ultraviolettlicht 
wirkung dunkelbraun gefarbt 


25. Die Jodkaliumstiarkereaktion geht ihrer Intensitét nach ungefalr, 


per Trhi¢ ht streng den Photoeffekten dieser bestral lten Ol parallel! In 
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lierversuch wird gezeigt werden, ob Photoakti 


Wirkungen dieser Pllanzenéle miteinander verkn 
Weinstock ist bereits bewiesen worden, d 


wirkt, nicht aber bestrahltes Parattino! 


Abb. 14. 1° , Stunden bestrahlite Ole 


l lerpentinol 6 Campher 
2 Lavendelo 7 Nelkenol 
3 Cedernol ‘ Ricinuso 
4 Eucalyptuso u Parathnol 
5 Erdnubo 10 Lebertran 


J 1 . Verschiedene Substanze) 


26. Citronen-. Tomaten- und Karottensaft sind 


vitat und 


iipft sind 


aB bestrahlites Leinél 


nicht phet 


antiract 


Von Hess 


antireac 





oakti 


werden durch Bestrahlungen nicht aktiviert. Dies beruht vielleicht aut il 


Gehalt an Chromatinen, welche die Strahlenenergr 


» absorbieren 





Entte 


} 
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diese Farbstoffe durch Schiitteln mit einem Adsorbens Taleum), 
geben die nun wasserklaren Filtrate, unbestrahlt und bestrahlt, gleie] 
keine photographischen Effekte Die Jodkaliumestarke reaktion st 
len genuinen und entftarbten, bestrahlten und unbestrahlten Fruecht- 
nm ausnahmslos negatiy 

Ebensowenig ist an sich inaktives Eigelb durch Ultraviolettlicht 


— 
27 
stivieren. Unter dem EinfluB der Héhensonnenbestrahlung koaguliert 
Kigelb ebenso wie andere eiweiBhaltige Substanzen. Die koagulierende 
kung des Ultraviolettlichtes ist bereits von Dreyer und Hanssen u. a 


rieben worde1 


28. Unbestrahlte und bestrahlte Kuh- und Frauenmileh, Kuh- und 
nil hmolke. soOwle aus Kuhn ileh rewonnene Saline sind inaktir 


2Y Verschieden remmyvelhac kte frische Gemiise gewinnen durel Be 

lung keine Photoaktivitat. 

30. Bestrahltes Vollblut und Blu harp rchenstromata bleiben } hoto-. 

sch inaktiv, Blutserum gewinnt durch Bestrahlung eine schwaclh 

aktivitit 

31. Die von Sherman-Pappenheimer und die von Me Collum-Sim 

s-Shipley-Park angegebene Rachitis erzeugende Rattenkost, welche 

h Bestrahlung antirachitische Wirkung bekommen, gewinnen durch 

Héhensonne keine Photoaktivitat 

32. Sdgemehl, Hobelspdne und die Holzwand eines Rattenkdsigs werden 
h intensive Hoéhensonnenbestrahlung photoaktiv, wobei die Jahres- 
deutlich auf der photographischen Platte sichtbar werden (vgl. Ha-t- 

susen). Dies erklart die Beobachtung von Hume und Smith, dai Be- 

rahlung eines Sagespane enthaltenden Rattenkdfigs das Auftreten cer 


ttenrachitis verhiitet 





Abb. 15. Hobelspane, 2' , Stunden bestrahlit 


Wir verzichten vorlaufig darauf, aus unseren Beobachtungen 
dende Schliisse zu ziehen, und beabsichtigen, nach AbschlufS det 


tersuchungsreihe die Ergebnisse zusammenhiingend zu besprechen. 
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Nachtrag bei der Korrektur: Das ,,Unverseifbare* des Lebertro is 
(,.Ostelin‘*) ist nicht photoaktiv und durch Bestrahlung nicht 


aktivieren. 
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Uber Liesegangsche Ringe in Blutagarplatten. 


Von 
Ikutaro Takagi (Nagoya). 


(Aus dem Laboratorium fiir Lichtbiologie und Lichtpathologie 
am physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 13. April 1926.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


J. Wollmann') hat im Laboratorium von R. Kraus wohl zuerst 
die oligodynamische Wirkung verschiedener Metalle auf Blutagar- 
platten beschrieben. 


Bei Untersuchungen iiber die Einwirkung von Radiumtrigern auf 
Blutagarplatten hatte dann auch W. Hausmann?) die Beobachtung gemacht, 
da8 man die oligodynamischen Erscheinungen mittels der Blutagarplatten 
in handlicher Weise untersuchen kénne. Spater hat R. Dérr*) ebenfalls 
iiber oligodynamische Hamolyse an Blutagarplatten berichtet. Er beob- 
achtete hamolytische Héfe um Silberplattchen, die in den Blutagar versenkt 
waren. Bei der oligodynamischen Wirkung des Bleies auf Blutagarplatten 
bemerkten W. Hausmann und W. Kerl*) konzentrische Ringbildungen um 
die Bleistiickchen, die auf die Blutagarplatten gelegt waren: ,,Nach einigen 
Tagen trat um das Bleistiickchen selbst ein schmaler, komplett hamolytischer 
Hof auf. Auf diesen folgte ein Hof nicht hamolysierter Erythrocyten, 
an den wieder eine ziemlich stark aufgehellte Zone grenzte“. 

Gelegentlich einiger Versuche, die zur Verstirkung der Radium- 
wirkung auf Blutagarplatten mit verschiedenen Metallen unternommen 
wurden, war nun anfanglich auch kolloidales Quecksilber herangezogen 
worden. Diese Substanz erwies sich zu dem erwahnten Zwecke als 
ungeeignet, da sie schon an sich hamolysierend wirkt, wie dies zuerst von 
M. Ascoli und F. Novello’) an Erythrocytenemulsionen in physiolo- 

1) Wien. klin. Wochenschr. 1917, Nr. 35. 

*) Strahlentherapie 1919, S. 9, 46. 

3) Diese Zeitschr. 107, 217, 1920. 

*) Ebendaselbst 112, 124, 1920. 


5) Cc. r. d. l. s. de biol. 64, 724, 1908; vgl. auch J. Bourgignon 
und G@. Stodel, ebendaselbst 69, 1091, 1908. 
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gischer Kochsalzlésung beschrieben worden war. Doch konnte }y 
achtet werden, dal} man bei Eintragung von kolloidalem Quecksil/er 
in Blutagarplatten konzentrische Schichtungen, die offenbar in «das 
Erscheinungsgebiet der Liesegangschen Ringe gehéren, in ungleich 
deutlicherer Weise als bei Verwendung von Blei erhalt"). Auf Veran. 
lassung von Prof. Hausmann habe ich — an diese Beobachtunve) 
ankniipfend — einige Versuche ausgefiihrt, iiber die nachstehend kurz 
berichtet wird. 

Die Blutagarplatten wurden in der schon friiher angegebenen 
Methode hergestellt; der 2proz. Agar-Agar war in der gebrauchlichen 
Weise jedoch statt unter Verwendung von Fleischwasser und Pepton 
ausschlieBlich mit lproz. Kochsalzlésung zubereitet. Die Platten 
wurden in Petrischalen derart gegossen, daB 8,5 ccm 1 proz. Kochsalz 
lésung in kleinen Kélbchen mit 0,3 ccm defibrinierten Blutes (Hamm 
blut) versetzt wurden. Zu dieser Blutkérperchenaufschwemmung 
wurden 8,5 ccm verfliissigten, méglichst abgekiihlten Agar-Agars zu. 
gesetzt. Etwa entstehende Luftblasen wurden mit der gliihenden 
Platinése zerstért. Steriles Arbeiten ist erforderlich. 

Tragt man nun in eine derartig gegossene Blutagarplatte un- 
mittelbar nach dem Erkalten ein gréBeres Depot von etwa 0,5 ¢ von 
kolloidalem Quecksilber ein, so beobachtet man nach ungefahr 
12 Stunden zunichst in einiger Entfernung von dem Quecksilberdepot 
eine nahezu kreisférmige oder der Form des Depots ungefahr ent- 
sprechende Aufhellung. 1 bis 2 Tage nachher bietet sich dann in der 
Regel folgendes Bild dar: 

Um die Depots von kolloidalem Quecksilber befindet sich eine 
Schicht von anscheinend unverinderten Erythrocyten, die nur durch 
ihre konzentrische Schichtung und teilweise geringgradige Verfairbung 
auffallt. 

Auf diese anscheinend unverinderten Héfe folgt dann eine komplett 
himolysierte Zone, welche manchmal durch einen diinnen Ring nicht 
haimolysierter Erythrocyten unterteilt ist. Auf den ersten Blick aubert 
sich demnach die Wirkung des kolloidalen Quecksilbers erst jenseits 
der Zone der anscheinend unveranderten Blutkérperchen. Dies ist 
jedoch nur bei oberflaichlicher Betrachtung der Fall. Man kann leicht 
nachweisen, daB die anscheinend unverinderten Erythrocyten weit- 
gehend verindert sind. Trigt man nimlich in die Blutkérperchenhéfe, 
die unmittelbar an die Hg-Depots angrenzen, Saponin in Substanz 
ein, so kommt auch nach tagelanger Einwirkung keine Hamolys 

1) Literatur vgl. St. Leduc, La biologie synthétique, Paris 1912; R. / 
Liesegang, Geologische Diffusionen, Dresden-Leipzig 1913; Die Achiate, 
Dresden-Leipzig 1913; vgl. ferner L. Luger, Med. Klinik 1, 1920, Nr. 3s; 
L. Léhner und B. E. Markovitz, Pfliigers Arch. 195, 417, 1922. 
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zustande. In jenen Anteilen der Blutplatte aber, die jenseits der 
hamolysierten Ringe liegen, bewirkt substantiell eingetragenes Saponin 
n kurzer Zeit komplette Aufhellung. Ist geniigend Saponin in diese 
letzteren Teile der Blutagarplatte gegeben worden, so kann nach einigen 
Tagen ein Bild resultieren, in dem die ganzen Platten bis auf die an- 
scheinend unverinderten Erythrocytenhéfe um die Quecksilberdepots 
hamolysiert sind. 

Diese anscheinend unveranderten Erythrocyten sind demnach weit- 
gehend verandert; offenbar hat eine Fixierung stattgefunden, die sie 
der nachherigen Einwirkung des Saponins nicht mehr zuginglich 
machte. Ebenso widerstehen diese Erythrocyten der Faulnis. Einige 
Platten wurden bei Zimmertemperatur wochenlang aufbewahrt. In 
diesen Fallen wurde — auch ohne Zusatz von Saponin — die ganze 
Platte mit der Zeit himolysiert, nur die an die Depots angrenzenden 
Erythrocytenhéfe blieben erhalten. 

Je nach der GréiBe der Quecksilberdepots ergeben sich tibrigens 
verschiedene Reaktionen in den Blutagarplatten. Bei ganz kleinen 
Depots, etwa in der GréBe eines kleinen Stecknadelkopfes oder da- 
runter, treten kreisférmige Aufhellungen ein, die bei oberflichlicher 
Betrachtung durchaus an die himolysierende Wirkung von Bakterien- 
kolonien erinnern. Die himolysierten Héfe gehen meist mit einer 
wallartigen Begrenzung von Erythrocyten in die Blutplatte tiber. 

Bei einer Platte, die nicht ganz keimfrei gegossen war, entwickelten 
sich in der Folge zahlreiche himolytische Héfe um die Bakterien- 
kolonien. Bei fliichtiger Beobachtung waren diese bakteriellen Hamo- 
lysen von den himolytischen Héfen um die Hg-partikelchen kaum 
zu unterscheiden. 

Sind die Depots etwas griéBer, ungefihr wie ein gréBerer Steck- 
nadelkopf, so zeigt sich éfters um die Depots ein Kreis anscheinend 
unveranderter Erythrocyten, auf den ein, durch eine diinne Schicht 
nicht hamolysierter Erythrocyten unterbrochener, véllig hamolytischer 
Kreis folgt (siehe Abb. 2). 


Versuch. 


In eine Blutagarplatte (8,5 cem 2proz. Kochsalzagar, 8,5cem 1 proz. 
NaCl, 0,3cem Blutkérperchen, Hammel) wurden am 10. Marz 1926 um 
18 Uhr 40 Minuten an zwei Stellen gréBere Depots von kolloidalem Queck- 
silber (Kahlbaum), an mehrere Stellen kolloidales Hg in vereinzelten 
kleinen Partikelchen unmittelbar nach dem Erstarren der Blutagarplatten 
gebracht. Die Platte wurde bei Zimmertemperatur aufbewahrt: Am 
ll. Marz 8 Uhr deutliche Schichtung, die um 19 Uhr folgendes Bild zeigt: 
Um die groBen Depots zunichst eine kreisférmige gelbliche, nicht hamo- 
lytische Zone, auf diese folgt eine durchscheinende, mehr rétliche Zone, die 
ebenso, wie die erste, ziemlich scharf konturiert ist. Hierauf folgt eine Zone, 
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in der anscheinend keine Veriinderung der Erythrocyten stattgefunden hat, 
hierauf eine anschlieBende durchscheinende Zone, nach der offenbar keine 
weitere Verinderung der Blutplatte eingesetzt hat. 

Die Aufhellungen um die kleinen Partikelchen imponieren wie Héfe \: 
himolysierende Bakterien; rings um die Partikelchen ein etwas weniger 
durchscheinender gelblicher Kreis, dann folgt ein véllig himolytischer Ho, 
der mit einer wallartigen Begrenzung von Erythrocyten in den normalen 
Blutagar iibergeht. 

13. Marz 1926, 16 Uhr: Um ein gréBeres Depot sind noch mehr 
konzentrische Ringe zu sehen. 

14. Marz 1926, 17 Uhr 30 Minuten: Ungefahr wie am Vortage. Ein 
Depot wird naturgetreu in natiirlicher GréBe gezeichnet (Abb. 1). 

16. Marz 1926: Die Ringe werden verwaschen. 

21. Marz 1926: Die ganze Platte hamolysiert bis auf einen grofen, 
ziemlich homogen aussehenden Hof der anscheinend ,,unveranderten“ 
Erythrocyten um das Depot. 

Versuch. 

Platte wie oben, versetzt am 12. Marz 
1926 mit einigen stecknadelkopfgroBen 
Depots. 14. Marz 1926 ein Depot ge. 
zeichnet (s. Abb. 2). 


Versuch. 

12. Marz 1926, 18 Uhr: Platte wie in 
Versuch 1. Eintragung gréBerer Hg-Depots 
Derselbe Effekt wie in Versuch 1. Ein- 
tragen von Sapotoxin (EZ. Merk) in Sub- 
stanz unmittelbar neben die Depots (a) 
und in die Teile der Blutagarplatte, die 
: \ auBerhalb der Ringe lagen (6). Bei (b) 
Abb. 1. sofort beginnende Hiamolyse, die am 

nichsten Morgen komplett vorgefunden 
wird. Bei (a) am 1. April noch keine Hamolyse, die sich im iibrigen iiber 
die ganze Platte erstreckt hat. 





Diese Fixierung der Blutkérperchen kann schon ein- 
getreten sein, bevor die Ringbildungen deutlich werden. 
In einem Versuch war das Hg um 9 Uhr 30 Minuten in 
die Platte gebracht worden. Um 17 Uhr ganz schwach 
angedeutete Schichtung. Eintragung von Saponin 

Abs. 2. ergibt, daB die Fixierung schon eingetreten war. Durch 

die Saponinwirkung treten in solchen Fallen oft aus- 

gesprochen halbmondférmige Stellen anscheinend _,,unveranderter“ 
Erythrocyten auf. 

Die Aufhellungen, die nach substantiell eingetragenem Saponin in 
den unverinderten Teilen der Blutagarplatten auftreten, sind nach 
langerer Zeit, etwa nach 24 Stunden, in der Regel kreisrund. Der 
Beginn der Saponinhimolyse auBert sich einige Minuten nach der 
Eintragung des Saponins in die Blutagarplatte in unregelmaBig kon- 
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turierten, nicht kreisférmigen Aufhellungen. Die Kreisform tritt erst 
spater auf. 

Auch hier sind im Zentrum Andeutungen von Ringbildungen 
zu sehen. 

Zur Erginzung der Versuche mit kolloidalem Quecksilber wurde 
auch die Wirkung des metallischen Quecksilbers auf Blutagarplatten 
untersucht. Es zeigte sich nun, daB auch das metallische Hg oligo- 
dynamische Hamolyse hervorruft, und daB auch hierbei Ringbildungen 
beobachtet wurden. 

Verbringt man nach dem Erstarren gréBere oder kleinere Tropfen 
von Hg in Blutagarplatten, so scheint sofort, unmittelbar an die 
Hg-Tropfen anschlieBend, ein etwa 1% mm breiter, roter Ring zu ent- 
stehen, der so aussieht, als wire ein Ring aus rotem Gummi um die 
Tropfen gelegt worden. Es handelt sich hier aber nur um einen 
Reflex im Quecksilbertropfen. 


Versuch. 

19. Marz 1926: Platte wie gewéhnlich. Um 18 Uhr mehrere gréBere 
Hg-Tropfen an verschiedenen Stellen eingetragen. 20. Marz, 17 Uhr: 
Rote Ringe (s. oben), an diese angrenzend hamolytische Hoéfe. 
21. Marz: Dasselbe. In der Folge treten dann auch im Anschlu8 an die 
haimolysierten Héfe und in ihnen Andeutungen von Liesegang-Ringen auf. 

Wie schon bemerkt, waren gelegentlich ringférmige Aufhellungen 
bei Versenkung von Bleistiickchen in Blutagarplatten beobachtet 
worden. Ich habe bei Verwendung von Kahlbaumschem Blei dieselben 
Erfahrungen gemacht. Im Gegensatz zu dem Verhalten beim kolloi- 
dalem Quecksilber waren die in diesen Versuchen anscheinend un- 
veranderten Erythrocyten zumindest gegen die verwendeten Saponin- 
mengen nicht resistent. 

Versuch. 

20. Marz 1926: Platte wie gewéhnlich, zwei Bleistiicke (gekérnt, Kahl- 
baum) um 11 Uhr an zwei Stellen eingetragen (a,b). Wieder beobachtet am 
24. Marz, 17 Uhr; unmittelbar um die Pb-Stiicke kreisférmige starkere 
Anhaufung von Erythrocyten, auf die eine ganz schwach aufgehellte Zone 
folgt. Saponineintragung in die starkeren Anhaéufungen bei a), sowie im 
Blutagar abseits des Bleies. An beiden Stellen bald komplette Hamolyse. 
26. Marz, 17 Uhr 15 Minuten: Die beiden Saponinhéimolysen sind kreis- 
formig, groB, ohne Unterschied. Um das Bleistiick 6) deutlicher Hof, dann 
groBer aufgehellter Ring. Saponineintragung in den roten Hof. Erfolg 
wie bei a). 

SchlieBlich ist noch auf einige Erfahrungen hinzuweisen, die bei 
analogen Versuchen mit kolloidalem Silber erhalten wurden. Liesegang- 
sche Ringe konnten hier nur andeutungsweise und nicht annahernd 
in der Art erhalten werden, wie bei Verwendung des kolloidalen Queck- 
silbers. Doch wurde bei Auftragen von kolloidalem Silber auf noch 
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warme Blutagarplatten um kleine Partikelchen das direkt blitzartig« 
Auftreten von deutlich verzweigten braunen Figuren, die durch das 
sich lésende kolloidale Silber gebildet wurden, beobachtet, die 


einigen Fallen mit einem langen Fortsatz versehen, in — man dart 
wohl sagen — erheiternder Weise an Ganglienzellen erinnerten. Wurc: 


das kolloidale Silber auf die schon erkaltete Blutagarplatte aufgetragen 
so war zunachst nur die kreisférmig sich ausbreitende braune Ver 
firbung zu konstatieren, auf die ebenso wie oben spater Aufhellungen 
folgten. Auf der warmen Blutagarplatte waren die deutlich verzweigten 
Figuren, wie schon bemerkt, ungemein rasch erstanden, die kreis- 
formige Ausbreitung hingegen war nur langsam in Erscheinung getreten 
Es entspricht das dem von Karl Przibram') aufgestellten Grundsatz 
demzufolge bei einer Reihe von physikalischen Ausbreitungserschei- 
nungen (Spritz- und Abrei®Bfiguren der Fliissigkeiten, elektrischen 
Figuren, Skelettbildung bei der Kristallisation) eine Beziehung zwischen 
Form und Ausbildungsgeschwindigkeit in der Richtung besteht, dai 
einer gréBeren Geschwindigkeit eine mehr gestreckte, strahlige und 
veristelte Form, einer kleineren Geschwindigkeit eine gedrungener 
abgerundete, weniger zerteilte Form entspricht. 


Zusammenfassung, 

1. Bei Eintragung von kolloidalem Quecksilber in Blutagarplatten 
entstehen besonders ausgepriigte Liesegangsche Ringe in den Blut- 
agarplatten. 

2. Metallisches Quecksilber wirkt oligodynamisch auf Blutagar- 
platten. 

3. Das Verhalten von kolloidalem Silber auf Blutagarplatten ent- 
spricht dem von K. Przibram aufgestellten Grundsatze physikalischer 


Ausbreitungserscheinungen. 


1) Die Naturwissenschaften 8, 103, 1920. 


Berichtigung. 


In der Arbeit von A. Rabinerson, diese Zeitschr. 171, 377, 1924, 


soll die Uberschritt der Abb. 2 lauten : 
Fe,O,-Globulin statt Fe,(FeCyg),. 
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